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Resumen
Los sistemas bioldégicos son enantioselectivos, capaces de diferenciar propiedades
farmacoldgicas y toxicologicas de cada configuracién quiral de un compuesto quimico. Por
tanto, es importante promover la separacion quiral de los Ingredientes Farmacéuticos
Activos (IFA’s) administrados como mezcla racémica en el uso clinico. Una de las
técnicas de resolucién quiral es la cristalizacion preferencial enantioselectiva, esta permite
la obtencion de diastereoisomeros mediante técnicas convencionales usando aditivos
quirales (AQ). Este proyecto busca separar los enantiomeros de la mezcla racémica de
Guaifenesina (rac-Guai) a través del desarrollo de un método de cristalizacién preferencial

quiral.

Se realiz6 un screening entre las técnicas de cristalizacién: molienda (RxM), slurry (RxS) y
cristalizacibn en solucion, aplicando diferentes estequiometrias IFA:AQ vy distintos
disolventes organicos. Los sélidos resultantes se analizaron por Difraccion de Rayos X de
Polvos (DRXP), polarimetria (utilizando placas polarizadas y polarimetro) y los que

sugirieron indicios de una nueva fase soélida se analizaron por RMN-H.

Los experimentos de molienda no dieron resultados positivos, mientras que la
cristalizacion por slurry dio indicios de la posible proporcion estequiométrica 1:3 de rac-
Guai con el acido D-Tartarico (DTar). Se continuo con experimentos de cristalizacion en
una mezcla bifasica de disolventes. En el disolvente organico se disuelve previamente la
porcibn de DTar y en agua rac-Guai. Se permite la evaporacion hasta observar la
presencia de cristales. Se realizaron diferentes variantes a esta técnica tales como el uso

en soluciones no saturadas, saturadas y diferencias entre volumen del contenedor.

El andlisis microscépico del sélido obtenido de las variantes de cristalizacibn muestra
cristales de forma irregular, el analisis mediante las placas polarizadas demostré que los
cristales tienen dos contrapartes y cada una es capaz de interaccionar con la luz
polarizada. El analisis polarimétrico nos indic6 que existe un enriquecimiento
enantiomérico hacia uno de los enantiomeros de Guai. El andlisis por DRXP demostro
que las contrapartes del cristal tienen un patrén de difraccién diferente comparado con los
materiales de partida. Y el andlisis por RMN-H de los cristales seleccionados comprueba
gue Guai y DTar se mantienen estables dentro del cristal pero con diferentes
estequiometrias. En conclusion, el enriquecimiento de Guaifenesina con los AQ podria ser

(R)-Guai-DTar + (S)-Guai-DTar; sin embargo, no se ha establecido cual es el favorecido.




Abstrac
The biological systems are enantioselective, and capable of differentiating
pharmacological and toxicological properties of each chiral configuration. Therefore, it is
important to promote the chiral separation of the Active Pharmaceutical Ingredients (IFA's)
that are administered as a racemic mixture. Among others, the chiral resolution techniques
is the enantioselective preferential crystallization, which allows to obtain diastereomers by
conventional techniques using chiral additives (AQ). This project seeks separate the
enantiomers of the racemic mixture of Guaifenesin (rac-Guai) through the development of

a chiral preferential crystallization method.

A screening was performed among the crystallization techniques: grinding, slurry and
crystallization in solution, and applying several stoichiometries IFA:AQ and organic
solvents. The resulting solids were analyzed by X-ray Powder Diffraction (XRPD),
polarimetry (using polarized plates and polarimeter), and those solids suggesting a new

solid phase were analyzed by NMR-!H.

The grinding experiments did not give positive results, whereas the crystallization by slurry
led us to the possible 1:3 stoichiometric ratio of rac-Guai with D-Tartaric acid (DTar).
Crystallization experiments were carried out in a biphasic mixture of solvents. DTar is
dissolved in the organic solvent and rac-Guai in water. The solvent evaporation is allowed
until the presence of crystals is observed. Several variant of crystallization were performed
such as considering the use of unsaturated and saturated solutions, and volume

differences between containers.

The microscopic analysis of the solid shows irregularly shaped crystals, the analysis using
polarized plates showed that the crystals have two counterparts and each one can interact
with the polarized light. The polarimetric analysis indicated that there is an enantiomeric
enrichment towards one of the enantiomers of Guai. The analysis by XRPD showed that
the crystal counterparts have a different diffraction pattern compared to the starting
materials. Finally, the NMR-1H analysis of the selected crystals shows that Guai and DTar
remain stable inside the crystal but with different stoichiometries. In conclusion, the
enrichment of Guaifenesin with the AQ could be (R)-Guai-DTar + (S)-Guai-DTar, however

it has not been established which enantiomer is the preffered one.




1 Introduccién
El reconocimiento molecular es especifico para todos los procesos bioguimicos en los
sistemas biolégicos, las enzimas catalizan reacciones biomoleculares por el acoplamiento
tridimensional del sustrato. Y todas las estructuras biolégicas estan constituidas por L-
aminoacidos y D-carbohidratos. Por esta razén, los IFA’s enantioméricos pueden tener
propiedades farmacoldgicas diferentes y en consecuencia, tienen diferentes efectos en el
organismo. Los efectos se ven reflejados en la eficacia de un enantibmero sobre el otro,
en el efecto terapéutico que puede ser totalmente diferente entre enantiomeros, o en el
peor de los escenarios, que un enantibmero sea terapéutico pero su contraparte cause
efectos toxicos. Por esta razon se prefiere el uso de un solo enantiomero en el tratamiento

terapéutico.

Es posible obtener IFA’s enantiopuros mediante fuentes naturales, a través de sintesis
guimica y mediante la separacion de mezclas racémicas utilizando métodos
fisicoquimicos vy fisicos. En esta Ultima destacan las técnicas de cristalizacion, donde es
posible formar nuevas fases sélidas ingresando auxiliares quirales GRAS (generalmente
reconocidos para consumo humano por la FDA) dentro de la red cristalina del IFA quiral;
para esto se toma en cuenta que exista un reconocimiento molecular entre los grupos
funcionales de los componentes para que el material cristalino quede constituido por dos

0 mas moléculas unidas por enlaces no covalentes y tenga una estequiometria definida.

Con esta técnica se obtienen combinaciones co-cristalinas o salinas que asemejan
entidades diastereoisoméricas que contienen al IFA y que posee propiedades fisicas y
quimicas diferentes en comparacion con los enantiomeros, lo que permite su separacion

mediante métodos convencionales.

Estos temas son la base del proyecto de maestria que se presenta en este manuscrito.
Una revision profunda se desarrolla en la seccién de antecedentes y posteriormente se
presenta la hip6tesis que sustenta a este proyecto de investigacion. Los resultados,
discusiones y conclusiones presentan el efecto de los procedimientos realizados sobre la

posible separacion quiral de los enantimeros del farmaco de trabajo.




2 Antecedentes
2.1 Quiralidad

En 1893, William Thomson establecio el término quiralidad como la propiedad de un

objeto si no es superponible con su imagen especular.?

La palabra quiral, del griego cheir, significa mano y es utilizada para describir aquellos
objetos no superponibles, como las manos, puesto que la mano derecha y la mano
izquierda son imagenes especulares una de la otra y no es posible superponer una
encima de la otra, pues sus puntos caracteristicos no coinciden (Figura 1).2
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Figura 1. Las manos como objetos quirales.

En la naturaleza existen diferentes manifestaciones de la quiralidad, como las plantas
trepadoras lonicera sempervirens y convolvulus arvensis que crecen de manera helicoidal
hacia la izquierda y a la derecha, respectivamente. Mientras que, el caparazén de los
caracoles liguus virgineus forma una hélice hacia la derecha y en especies con

mutaciones la hélice se orienta hacia la izquierda (Figura 2).2

convolvulus arvensis lonicera sempervirens liguus virgineus

Figura 2. Quiralidad en la naturaleza. Imagenes tomadas de la referencia 3.




2.1.1 Quiralidad molecular

En quimica una molécula es quiral si las dos formas de su imagen especular no son
superponibles. La IUPAC establece que un dtomo de carbono tetraédrico que lleva cuatro
sustituyentes diferentes sea referenciado como centro de quiralidad (Figura 3).*
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Figura 3. Representacion de un compuesto con un centro quiral y su imagen especular.
(modificado de la referencia 5).

2.1.2 Estereoisdmeros y descriptores quirales

El estereocisomerismo se refiere a la constitucion estructural que tienen los componentes
unidos a un centro de quiralidad,® es decir, los estereoisémeros poseen la misma férmula
molecular pero se diferencian en el arreglo espacial de los sustituyentes que se
encuentran unidos a cada atomo de carbono quiral.®’ Cada estereoisémero cuenta con
una determinada configuracion que caracteriza la disposicion de sus atomos. A

continuacién, se presentan algunos de los descriptores quirales que se usan actualmente.

2.1.2.1 Descriptor de Cahn-Ingold-Prelog (CIP)
La nomenclatura R/S es la mas utilizada, esta le da orden de prioridad a los sustituyentes
gue estan unidos al centro de quiralidad.®® Para asignar la descripcién CIP se debe basar

en los siguientes criterios respecto al carbono quiral:

1) La prioridad la tiene el sustituyente con el nimero atémico o la masa atémica mas alta.
2) Si el atomo proximo de dos o mas sustituyentes es el mismo, se da preferencia al
namero atémico del siguiente atomo.

3) Si hay enlaces dobles o tripes, se cuentan como si fueran dos o tres enlaces simples,
respectivamente.

4) El enlace cis tiene mayor prioridad que el trans.




5) Los pares de electrones libres se consideran como un &tomo con numero atémico 0.

6) Los grupos proximales tienen mayor prioridad que los grupos distales.

Figura 4. Orden de prioridad de acuerdo con el sistema CIP en un carbono quiral.

A partir del sistema quiral de la figura 4, el sustituyente con la menor prioridad (W) esta
orientado hacia atras y los otros tres grupos se organizan en el sentido de las agujas del
reloj, asignando un orden de prioridad X>Y>Z, entonces la configuracion absoluta del C

sera R; y si es en contra, la configuracion absoluta se definiria como S.

2.1.2.2 Descriptor de Fischer

En 1891, Emil Fischer, propuso un sistema de descripcion que, concretamente, se utiliza
para describir los cuatro sustituyentes de un carbono quiral y se puede utilizar para
describir la configuracién de los carbohidratos y aminoacidos. El sistema propuesto esta
basado en la configuracion absoluta del carbono quiral del gliceraldehido (tanto L como D);
los enantiomeros de los compuestos quirales que tienen una configuracién parecida a la
del L-gliceraldehido se designha como L (como los L-aminoacidos) y cuando se relaciona a
la configuracion del D-gliceraldehido se designa como D (como los D-carbohidratos).
Entonces la descripcion D y L solo se refiere a la configuracion de los cuatro sustituyentes
gue rodean al carbono quiral y no esta relacionada a la capacidad Optica de la molécula

quiral 810

2.1.2.3 Descriptor +/- o d/l

Cuando la sustancia tiene la capacidad de rotar la luz polarizada en el plano se dice que
esta tiene actividad 6ptica, si la muestra desvia la luz hacia la derecha es dextrorrotatorio
(d) y su descripcion relativa serd (+); sin embargo, si lo hace hacia la izquierda se dice
gue es levorrotatorio (I) y se describe como (-). Cuando la actividad Optica es nula se
simboliza (dl) o (z). Cabe destacar que, la nomenclatura d/l ya no es muy utilizada, sin
embargo, aln se puede encontrar en alguna bibliografia.®® Dentro de la familia de los

estereoisomeros se encuentran los enantiomeros y los diastereoisémeros.




2.1.3 Enantiémeros

Los enantidmeros poseen la misma férmula quimica, las mismas propiedades fisicas y
quimicas, solo difieren en su acomodo espacial y la rotacién Optica. Para cualquier par
enantiomérico, la rotacion éptica es de la misma magnitud, pero con signo contrario.
Como se mencioné en el apartado 2.1.2.3, el signo de la rotacion éptica se emplea para
describir la presencia de actividad quiral. Cuando una molécula quiral tiene un solo centro
quiral, y siguiendo el descriptor CIP, los enantibmeros se asignharan como R o S. Cuando
la molécula quiral tiene dos o mas centros quirales entonces la relacibn de pares
enantioméricos dependera de la asignacibon R o S de cada centro quiral de forma

individual (Figura 5).81!
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Figura 5. Relacién de pares enantioméricos.

Cuando nos referimos a una sustancia enantiopura significa que todas las moléculas del

material poseen la misma configuracién quiral.2*?

2.1.4 Diastereoisdmeros

Los pares de moléculas que tienen dos o mas centros quirales se denominan
diastereoisémeros cuya asignacion R/S no son opuestas en cada centro y no todos son
superponibles entre si. La figura 6 muestra una representacion de relaciones
enantioméricas y diastereoisoméricas entre una molécula hipotética que posee dos

centros quirales.
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Figura 6. Diastereoisémeros con asignacion CIP (modificado de la referencia 13).

Generalmente, los diastereoisémeros exhiben propiedades fisicas y quimicas diferentes, a
diferencia de los enantibmeros; por ello, si una mezcla que contiene enantiomeros
requiere ser separada, entonces lo conveniente es una transformacion a

diastereoisémeros que permitird su separacion mediante métodos convencionales.?11:14

2.1.5 Mezcla Racémica: racemato y conglomerado

Una mezcla racémica es aquella que contiene en cantidades equimolares de dos
enantibmeros opuestos y no posee actividad éptica.® Esta definicion es general y aplica en
soluciones liquidas y en sélidos. Sin embargo, en fase soélida, es indispensable distinguir
dos casos patrticulares de cristalizacion (Figura 7):
1) Racemato, es un cristal que contiene cantidades equimolares de dos
enantibmeros opuestos dentro de la celda cristalina.
2) Conglomerado, en donde cada cristal esta formado Unicamente por moléculas del

mismo enantiomero.'*
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Figura 7. Representacién esquematica de: A) racemato y b) conglomerado (tomado y modificado
de la referencia 11)

Un ejemplo de cristalizacion en racemato es el acido tartarico que en su red cristalina
contiene a ambos enantiémeros (figura 8a). Por otro lado, L. Pasteur en 1848 logré
resolver los enanti6meros del tartrato de amonio sédico de forma manual, puesto que

cristaliza en conglomerado obteniendo cristales enantiomorfos, donde las facetas




hemiédricas de los cristales estaban inclinadas hacia la derecha y la izquierda,
reconociendo que los dos cristales estaban relacionados entre si como las dos manos
(figura 8b)." 1517
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Figura 8. a) Racemato de acido D-(2S,3S)- y L-(2R,3R)-tartarico y b) conglomerado de L y D tartrato
de amonio sédico. Tomado de CCDC (Deposition Number: 1475949) y analizado en mercury®.

2.1.6 Homogquiralidad en sistemas biolégicos

Las moléculas esenciales, aminoacidos y carbohidratos, que constituyen a los organismos
vivos son quirales. Sin embargo, en la naturaleza los aminoacidos aparecen con la
configuracion L, mientras que los carbohidratos se presentan con la configuracion D. Esta
prevalencia de una sola configuracion quiral se denomina homoquiralidad y es tipica de la
naturaleza en este planeta y se cree que fue un requisito indispensable para el origen de

la vida. 1151819

El reconocimiento molecular es especifico para los procesos bioquimicos. Algunas
proteinas especializadas (enzimas) catalizan reacciones biomoleculares esencialmente
por su estructura tridimensional (alfa hélice) que esta formada por secuencias de L-
aminoacidos. Mientras que los acidos nucleicos, tanto en ADN como el ARN, estan
compuestos por subunidades que solo contienen un D-carbohidrato (ribosa o
desoxirribosa) que, estructuralmente forman hélices inclinadas hacia la derecha. Esta
manifestacion quiral se refleja en las estructuras tridimensionales y es fundamental para
acoplarse eficientemente y asi lograr la replicacién de los acidos nucleicos mediante

proteinas.320-22

Un ejemplo sensorial, donde podemos apreciar la diferencia en la configuracién de dos
enantiomeros 6pticos mediante el olfato, es con la carvona, pues el enantiomero R-(-)-
carvona (obtenida del aceite de menta verde) huele a menta y para el enantiomero S-(+)-
carvona (obtenido del aceite de alcaravea) se percibe un olor a comino.?*2* Mientras que,

el compuesto que caracteriza el aroma de las frutas citricas es el limoneno, el R-(+)-




limoneno se encuentra presente en la cascara de naranja y le proporciona ese olor. Sin

embargo, su contra parte, el S-(-)-limoneno, le da el olor caracteristico al limén.>26

2.2 Farmacos quirales

Desde principios de la civilizacion, se han utilizado compuestos quirales como agentes
terapéuticos en remedios naturales, muchos de ellos se utilizaban como extractos de
plantas en lugar de principios activos purificados. Las actividades biolégicas son
exclusivas de una sola configuracion; sin embargo, la mayoria de los farmacos quirales se
desarrollan como mezclas racémicas cuando tienen pocos efectos adversos. Sin
embargo, se prefiere y sugiere el uso de un enantibmero puro cuando: a) solo uno es el
responsable del efecto terapéutico, b) si uno presenta efectos adversos o c) si los dos

enantiomeros presentan efectos farmacolégicos diferentes.516:27

Lo acontecido con talidomida es un ejemplo del caso b. Este farmaco fue sintetizado
como racemato por el Dr. Wilhem Kunz en 1953 para las compafias Ciba y Chemie
Grunenthal de Suiza y Alemania, respectivamente. Después de dos afios de
experimentacion en monas, conejas y perras embarazadas se presentaron los informes
del farmaco como inocuo y sin efectos secundarios, por lo que fue aprobado para el

tratamiento en seres humanos por las autoridades alemanas.?®

Se comercializé principalmente en Europa y Canada, utilizado para el tratamiento de
sintomas del embarazo como: ansiedad, insomnio, nauseas y vémitos. Fue retirado del
mercado europeo a principios de los afios 60, porque provocé graves efectos
teratogénicos, descubriéndose que uno de los enantibmeros, la (S)-talidomida, producia
efectos teratogénicos mientras que la (R)-talidomida aliviaba los malestares en las

mujeres embarazadas.

La talidomida no fue aprobada en los Estados Unidos por la FDA por falta de pruebas de
seguridad en embriones humanos. Esta tragedia fue el punto de partida para aplicar los
conceptos de seguridad y farmacovigilancia en farmacos, movilizando la legislacion

sanitaria a nivel mundial. 2°:30

La tabla 1 ejemplifica diferencias en el efecto farmacologico por el uso de diversos

farmacos enantiopuros.




Tabla 1. Diferencias farmacoldgicas entre farmacos quirales.

Configuracion

Farmaco Estructura X . Efecto farmacoldgico 8113047
quiral Uso/Categoria
Q R Sedante/Eutémero Terapéutico
Talidomida Oﬂn
) 0 g S Anticancerigeno/Eutémero Quimioterapia/Teratogénico
=y
= CH
3 e R Distémero Hepatotoxico
=3 OH
2 | Naproxeno
g HsCo o OO (o) S Analgésico y antiinflamatorio/Eutémero Enantiémero activo
(]
i 0
. R Antihelmintico/eutémero Enantiomero activo
Praziquantel N I
70\) S Distémero Enantiémero inactivo




Debido a que existen farmacos enantioméricos con propiedades farmacoldgicas
diferentes, se pueden tener diferentes opciones respecto a su posible efecto:

1) Que el efecto de ambos enantibmeros sea el mismo, pero que uno sea mas eficaz
que el otro.

2) Que ambos enantiomeros tengan efectos diferentes, pero que ambos sean
terapéuticos.

3) Que un enantibmero sea un agente terapéutico efectivo, pero que su contraparte
tenga efectos secundarios indeseados y/o toxicos.

4) Que uno tenga un efecto terapéutico y que el otro enantibmero sea inocuo para el

organismo.

Consecuente a eso, al enantibmero activo y que realiza el efecto terapéutico, se le llama
eutémero. Mientras que al enantibmero poco activo, inefectivo o que causa los efectos

indeseados es denominado distdbmero.3!

Las agencias regulatorias son las encargadas de vigilar el control de fabricacion de los
productos farmacéuticos en formas enantiopuras o de mezcla racémica mediante
evaluaciones toxicoldgicas, farmacoldgicas y clinicas para, finalmente, proporcionar las
especificaciones como: potencia, calidad y pureza del producto terminado desde el punto
de vista estereoquimico.®? Por las razones antes mencionadas es necesario el control
sobre estos farmacos. Sin embargo, en México no hay una legislacién que sea especifica

y adecuada respecto a los estudios de bioequivalencia de farmacos quirales.®?

2.3 Técnicas de obtencion de moléculas enantiopuras

Las moléculas enantiopuras se pueden obtener de fuentes naturales a través de la
sintesis quimica o mediante la separacion de mezclas racémicas utilizando métodos

fisicos.

2.3.1 Sintesis asimétrica

La sintesis asimétrica es el método mas utilizado para la produccion de moléculas
enantioméricamente puras. En esencia, se trata de la produccion de una sustancia quiral
enantiopura a partir de un sustrato organico proquiral utilizando auxiliares quirales durante

el proceso de sintesis. Un auxiliar quiral es una entidad molecular que se une

10



covalentemente al sustrato proquiral y genera un efecto de impedimento estérico que

orientara la formacién preferente de un enantiomero.

En este tipo de reacciones se combinan el sustrato y el auxiliar quiral para inducir la
asimetria en el sitio de reaccién y crear moléculas diastereocisoméricas (figura 9). El
auxiliar quiral es una molécula disefiada con una configuracién quiral determinada con la

intencion de poder inducir quiralidad especifica.

Se genera un producto quiral (*)
AQ* preferentemente

Sustrato —» Sustrato-AQ* —» Producto*-AQ* ~ > Producto*
AQ*

EIAQ se enlaza al sustrato El producto quiral es liberado del AQ

Figura 9. Representacion esquematica de una sintesis asimétrica.

Con el objetivo de obtener un mayor rendimiento y pureza Gptica, para este método de
preparacion se han disefiado diferentes auxiliares quirales que se utilizan en diferentes
tipos de reaccién, como: las hidrogenaciones asimétricas que acttan en el doble enlace
C=C (en alquenos), C=0 (en cetonas) o C=N (en iminas). O diferentes tipos de reacciones
asimétricas como: oxidacion, reduccion o sulfoxidacion, entre otras.®'® Los auxiliares
quirales son eficaces y versatiles; sin embargo, esta via sintética tiene un alto costo de
produccion e impacto ambiental, aunque actualmente se busca minimizarlo aplicando

principios de quimica verde.?*

2.3.2 Resolucidn enzimética

Los organismos vivos son enantioselectivos y esto es debido a las enzimas que son
capaces de distinguir la quiralidad en los sustratos. La biocatalisis o sintesis enzimatica es
uno de los métodos mas eficientes para la resolucién estereoselectiva de enantiomeros
mediante el uso de células o a partir de enzimas aprovechando la gran especificidad hacia

la configuracién particular del sustrato y obtener moléculas épticamente puras.®1®

Para lograr la biotransformacion del producto de interés se requiere que las enzimas o
microorganismos, i.e. Candida antarctica y E. coli recombinante,®3¢ estén bajo
condiciones Optimas de sintesis y logren un rendimiento adecuado de produccion.
Mediante la biocatdlisis es posible crear nuevos centros quirales, siendo esta una
estrategia eficiente para realizar sintesis enantioespecificas complejas y asi obtener

moléculas con mas de 2 centros quirales, i.e. antivirales o antibiéticos.2®
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Cuando se introduce una enzima, en cantidades biocataliticas, en la sintesis de
compuestos enantiopuros, se reducen los pasos y se sustituye el uso de disolventes que
pueden ser peligrosos para la salud debido a que las enzimas catalizan en medios
acuosos (por fermentacion), lo que permite reutilizarse durante varios ciclos de produccién

y reducir el impacto ambiental 3”38

A partir del conocimiento del genoma de los organismos utilizados para la sintesis
enzimatica ha sido posible disefiar organismos con funciones bioldégicas modificadas
capaces de mejorar el rendimiento de farmacos e incluso producir nuevos agentes

terapéuticos.10-16

2.3.3 Cristalizacion tradicional

Esta técnica de sintesis para obtener cristales implica el uso de una mayor cantidad de los
disolventes. Consiste en solubilizar los componentes del cristal deseado hasta la
saturacion o muy cerca de ella y permitir la evaporacién lenta del disolvente hasta obtener
cristales. Durante el proceso de cristalizacion se produce la uniébn de manera no covalente
de las moléculas en dos etapas: la nucleacién primaria, que consiste en la formacién de
los primeros nucleos cristalinos en la solucién saturada y la nucleacién secundaria, en que
los nucleos primarios crecen hasta que el analito alcanza la concentracion de equilibrio.
En principio, al disminuir lentamente el volumen del disolvente la concentracion de los
solutos aumenta y el acercamiento entre los componentes permite la formacion de
interacciones.>*° En esta técnica se debe considerar el tiempo de reaccién, pues cada

disolvente se evapora de manera distinta y se prolonga la sintesis del cristal.

2.3.3.1 Co-cristalizacion

Un co-cristal es un material cristalino constituido por dos o0 mas compuestos, sélidos en
estado puro, con una relacion estequiométrica definida y unidos por enlaces no
covalentes; los puentes de hidrégeno se observan comUnmente en este tipo de
estructuras. Para la sintesis de la nueva fase solida (NFS) se toman en cuenta que exista
un reconocimiento molecular y posteriormente ocurra la unibn complementaria entre los
grupos funcionales de los componentes. El conjunto de grupos funcionales que
establecen la unién de los componentes se denomina sintén supramolecular. Las
principales interacciones intermoleculares ocurren entre los grupos funcionales: &cidos

carboxilicos, amidas, aminas y alcoholes, que actian como donadores y aceptores de
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puentes hidrégeno. Estos pueden formar los sintones supramoleculares en la sintesis de

co-cristales que se muestran en la figura 10.49-32
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Figura 10. Sintones supramoleculares empleados en la formacién de co-cristales. Se conoce como
homosintdn cuando se produce la interaccién de grupos funcionales similares en las moléculas
complementarias y heterosinton cuando la interaccibn est4d formada por grupos funcionales
diferentes.*°

Cuando uno de los constituyentes es un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) y hay al
menos un formador de co-cristal o co-formador, se define como co-cristal farmacéutico.
Los co-cristales se puede obtener tanto por métodos en solucibn como métodos en

estado solido.3®

En este proyecto se utilizaron las técnicas de co-cristalizacién por slurry (RxS), molienda
seca (RxM NG) y asistida con gotas de disolvente (RxM SD); que, principalmente usan

menor cantidad de disolvente para llevar a cabo la reaccion de sintesis.

2.3.3.1.1 Co-cristalizacion por slurry

La técnica de co-cristalizacion por slurry es un método que consiste en la transformacion
de fase mediado por la solucion, en la cual se agrega la cantidad necesaria del disolvente
adecuado y obtener una sobresaturacion de la mezcla fisica de los componentes del co-
cristal hasta formar una sustancia con apariencia de pasta,**#* se mantienen en agitacion
leve a un tiempo determinado para permitir el reconocimiento intermolecular de los grupos
funcionales de los componentes y formar los sintones supramoleculares que formaran al

co-cristal.*>4"

2.3.3.1.2 Co-cristalizacion por molienda

2.3.3.1.2.1 Molienda en seco

El método de molienda en seco o libre de disolvente, neat-grinding (NG, por sus siglas en
inglés), es un método de sintesis mecanoquimica en estado sdlido que se utiliza para
obtener co-cristales en donde, los componentes se pueden moler manualmente utilizando

un mortero y un pistilo o automaticamente usando un molino de bolas vibratorio. El
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método de molienda NG evita la incorporaciéon de moléculas de disolvente en la red
cristalina de los componentes y no formar solvatos. Ademas, la sintesis de co-cristales
mediante este método elimina la produccién de los desechos y residuos de disolventes,
siendo de esta manera amigable con el medio ambiente (quimica verde).3%4%48 |as
técnicas mecanoquimicas (en seco y con disolvente) son eficientes y rapidas para la

seleccién del segundo componente para la generacion de co-cristales farmacéuticos.*®

2.3.3.1.2.2 Molienda asistida por disolvente

Una modificacion a la técnica de molienda en seco es la molienda asistida por disolvente
(SD por sus siglas en ingles), solvent drop grinding. Esta técnica consiste en agregar
algunas gotas de un disolvente adecuado durante el proceso de molienda para facilitar la
produccion de co-cristales. La adicion de gotas del disolvente mejora el rendimiento de la
sintesis, ademas de que funciona como catalizador en la reaccién;*®°! incluso, algunos
autores mencionan que la cantidad racionalizada del disolvente puede controlar el

polimorfismo en ciertos materiales.>?

2.3.3.1.3 Cristalizacion enantioselectiva

La cristalizacion enantioselectiva es una estrategia de co-cristalizacién que se basa en la
incorporacién de componentes solidos dentro de la fase cristalina que, en este caso, se
aplica enantioselectivamente utilizando aditivos quirales como co-formadores para la
resolucion quiral de los IFA’s racémicos (figura 11). El producto podria obtenerse de dos

diferentes maneras:3>%9-7

1. A partir de un co-formador enantiopuro con grupos funcionales adecuados para
que, selectivamente, interaccione y se forme una red cristalina solo con el

enantidmero diana de la mezcla racémica.

2. Que se formen los co-cristales de cada enantiomero de la mezcla racémica con su
respectivo co-formador enantiopuro y de esta manera se obtendrian un par de co-

cristales diastereiosoméricos.
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a) Mezcla
racémica

Co-formador
enantiopuro

Diastereoisémeros

b)

Q:0=@ Lk

Figura 11. a) Representacién esquematica de la obtencién de diasterecisomeros a partir de una
mezcla racémica y un co-formador enantiopuro. b) co-cristal de R-PZQ:L-Mal obtenido a través de
la metodologia similar al inciso a (tomado y modificado de la referencia 52).

Los diastereoisbmeros tienen propiedades fisicoquimicas diferentes, como el punto de
fusion o la solubilidad, asi que, un par de co-cristales diastereoisoméricos pueden ser
separados mediante técnicas convencionales como la diferencia de solubilidad, por
ejemplo R-PZQ:L-Mal.5356

Los co-formadores enantiopuros o auxiliares quirales utilizados en los experimentos de
co-cristalizacién pueden ser las sustancias generalmente reconocidas como seguras

(GRAS por sus siglas en inglés) aprobadas por la FDA para consumo humano.®’

2.4 Técnicas de elucidacion/deteccion de moléculas quirales

En este apartado se describen las principales técnicas para detectar moléculas quirales.
Estas técnicas también son Utiles en la elucidacién de NFS o moléculas nuevgas de uso

farmacéutico.

2.4.1 Difraccién de rayos X de polvos

La difraccion de rayos X de polvos (DRXP) nos proporciona una caracterizacion de la
estructura cristalina de las moléculas que la conforman; esta herramienta es capaz de
identificar modificaciones en la red cristalina, por lo que es la primera elecciéon cuando se
requiere analizar polvos farmacéuticos en cualquiera de sus formas cristalinas: polimorfos,

co-cristales, sales, solvatos o hidratos.*%%8

También se recurre a esta técnica cuando el material cristalino no forma cristales de
tamafio y calidad suficiente para establecer la estructura cristalina. La DRXP es una
técnica de andlisis rapido y es complementaria a la difraccién de rayos X de monocristal.®

Para el andlisis de polvos farmacéuticos, la DRXP nos proporciona el patrén de difraccion
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de los materiales de partida y nos permite compararlos con el producto para indagar si
existen cambios en la red cristalina que nos puedan dar indicios de una NFS.*!

La técnica de DRXP no distingue la configuracion quiral de las sustancias enantiomeéricas,
sino solo detecta los cambios en la red cristalina que se ven reflejados en el patron de
difraccion. Asi que, se debe entender que las diferencias en los difractogramas pueden
ocurrir en dos casos particulares: 1) en muestras de material enantiopuro y 2) en

materiales que contienen una mezcla de componentes enantioméricos (mezcla racémica).

En el primer caso, supongamos un material enantiopuro R, y que existen dos polimorfos.
En consecuencia a la simetria quiral, debe existir el material S en los mismos arreglos
cristalinos (figura 12, cuadros rojos). Si estas 4 muestras se analizaran por DRXP,
entonces aquellas que tengan la misma estructura cristalina deberan tener el mismo
patrén de difraccién (figura 12, recuadros azules). Mientras que aquellos que tienen
estructuras cristalinas distintas, aun siendo enantibmeros, tendran difractogramas

distintos (figura 12, flechas verdes).

S|S|S|S
s|s|s Enantidmeros, misma fase
cristalina (mismo PDRX)
S|S|S
Enantiémeros
R|A|R|A 2 2 - .
Enantiémeros, misma fase
AR (A s[2]|s|e cristalina (mismo PDRX)
A a s|2|s
Polimorfos de R, Polimorfos de S,
diferente arreglo diferente  arreglo
cristalino (distinto cristalino (distinto cristalino (PDRX distinto)
PDRX) PDRX)

Figura 12. Relacion de cristalizacion de enantiomeros. Recuadros azules: pares de enantidmeros,
recuadros rojos: pares de polimorfos y flechas verdes: enantidmeros con distinto arreglo cristalino.
En el segundo caso, cuando se tiene una mezcla racémica la apariencia del difractograma
de polvos depende de su naturaleza: Racemato o Conglomerado. De acuerdo con la
figura 8a, en el racemato cada molécula R interactGa intermolecularmente con al menos
una molécula S generando una estructura racémica. Por tanto, el difractograma de un
material racémico (figura 13a) serd distinto al material enantiopuro. Para el conglomerado

(figura 8b) cada particula del material contiene solo un enantibmero y, por tanto, se
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comporta como una mezcla fisica de los solidos enantiopuros tal que el difractograma de
un conglomerado sera idéntico a los enantiopuros (figura 13b y c).

a) —— DLTar
A A
b) ——LTar
A
C) ——DTar

5 10 15 20 i) 30 35 40 45
20

Figura 13. Difractogramas de: a) DLTar, b) LTar y c) DTar. Datos tomados de CCDC (codigos
ZZZDui02, TARTALO4 y TARTAC), extraidos con Mercury® 3.8 y esquematizados con Origin® 9.

2.4.2 Polarimetria

La polarimetria es uno de los métodos mas utilizados para caracterizar las sustancias
quirales, es capaz de proporcionar el grado de pureza quiral de las sustancias
enantioméricas y se usa para complementar la descripcién de moléculas quirales. Como
se explicé en el apartado 2.1.2.3, los enantibmeros tienen la propiedad fisica de girar el

plano de la luz polarizada con la misma magnitud, pero en direcciones opuestas.?1®

Este fendbmeno sucede cuando se hace pasar un haz de luz polarizada plana a través de
una solucién que contiene una muestra enantiopura, pues la interaccién con las moléculas
desvia el haz, mientras que, los parametros de orientacion y magnitud dependen de la
configuracién quiral de dichas moléculas; sin embargo, el signo de la rotaciéon (+ o -) no

esta asociado a la configuracién absoluta R 0 S.°

. 7 re T .z . .,
La rotacion especifica, [a]., es la rotacion observada por unidad de concentracion y

't
longitud del paso de luz, como se muestra a continuacion:®
Donde:
T = Temperatura (°C)
a A = Longitud de onda
A l ¢ a = Rotacién observada en condiciones dadas
I = Longitud del paso de luz

¢ = Concentracion (g/mL)
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El instrumento empleado para la medicion es el polarimetro (figura 14) y nos proporciona
el resultado en grados (°). Para que la [a]i sea constante es necesario fijar la longitud de

onda de la luz empleada, la temperatura de disolucién y el disolvente empleado.
Entonces, una sustancia enantiopura, posee una rotacion especifica y su contraparte
tendra la misma rotacion, pero en sentido contrario, este valor es Unico y se utiliza para
caracterizar sustancias enantiopuras. En cambio, la mezcla racémica (50:50), tiene una
rotacion especifica de cero, pues el efecto de la molécula dextrorrotatoria es anulado por

la molécula levorrotatoria.®-€°

Observador
Muestra

Fuente

luminosa
Polarizador Analizador

Figura 14. Representacion esquematica de un polarimetro. Lineas sélidas: antes de la rotacion,
lineas punteadas: después de la rotacion, a es el angulo de rotacion (Adecuado de la referencia 6).
Desde el descubrimiento de las diferencias en las propiedades farmacologicas de los
enantiomeros de uso farmacéutico, el uso de esta técnica se ha vuelto importante para la

investigacion en quimica organica y en la caracterizacion de farmacos enantiopuros.®*

2.4.2.1 Polarimetria utilizando placas polarizadas

Como se comentd en la seccién 2.1, la quiralidad se expresa macroscopicamente.
Diversos grupos de trabajo han investigado sobre el rompimiento de la simetria quiral para
la obtencién de moléculas enantiopuras.?®6?2 En el caso particular de la cristalizaciéon de
clorato de sodio (NaClOgz), que a pesar de no ser una molécula quiral, se pueden obtener
cristales Opticamente activos en conglomerado o mayormente orientados hacia alguna
configuracion, L o D, cuando se controla la velocidad de agitacion del medio. Para que se
lleve a cabo el rompimiento de la simetria quiral se requieren de dos pasos. El primero a
nivel microscépico con la creaciéon de los primeros nudcleos cristalinos (L 0 D) con la
orientacion quiral establecida durante su formacion, y el segundo paso implica el
crecimiento de esos nudcleos cristalinos ya formados. La agitacion actla como acelerador
en el crecimiento de los cristales y orienta la preferencia quiral, es decir, agitar en el
sentido de las manecillas del reloj produce una orientacién quiral y la agitacion en

contrasentido produce la orientacién quiral opuesta.®*-%°
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Las moléculas en solucién son aquirales y cuando estas llegan al nacleo primario ocurre
la nucleacion secundaria con la morfologia quiral ya establecida por la nucleacion primaria

y la agitacion es quien facilita este crecimiento.®®

Cuando los cristales de NaClO3; crecen a un tamafio adecuado, se pueden diferenciar a
través de un par de placas polarizadas y al girar una de las placas, los cristales orientados
hacia alguna configuracién especifica, L o0 D, se tornaran de un color (u opacarian el paso
de la luz) y los que tengan la orientacién opuesta seran de otro color (o serian claros al
dejar pasar la luz polarizada),'®5*% como se demuestra en la imagen 1, donde se hizo

girar la placa superior por 45° y 135°.

Sin placas Giro de 45° Giro de 135°
L-NaClOs D-NaClOs L-NaClOs D-NaClOs L-NaClOs3 D-NaClOs

Imagen 1. Cristalizacion del Clorato de sodio, forma Izquierda: L-NaClOs y forma Derecha D-NaCls

La técnica de cristalizacion, el manejo de los filtros polarizados y los cristales que se
muestran en esta imagen se realizo bajo la asesoria del Dr. José Manuel Cruz Martinez y

del Dr. Thomas Buhse (Centro de Investigaciones Quimicas, UAEM).

2.5 Guaifenesina

Guaifenesina (Guai) se utiliza para el alivio sintomatico de los trastornos respiratorios
caracterizandose por su accion expectorante que, incrementa el volumen de las
secreciones bronquiales y estimula la accién ciliar para su eliminacion mediante la
deglucion o expulsiéon. Desde el punto de vista clinico los efectos adversos ocurren con
poca frecuencia (diarrea, mareos, dolor de cabeza, nauseas, vomitos, rash cutaneo y
dolor estomacal).®*"> Se han emitido alertas por parte de la FDA especificamente
dirigidas hacia los registros legales para la venta de medicamentos y a la importacion de
productos farmacéuticos en Estados Unidos que contienen este principio activo.”®"®
Guaifenesina es un farmaco quiral y hasta ahora no se han emitido alertas sobre su uso
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terapéutico, este farmaco forma parte de productos farmacéuticos aprobados por la
FDA.’®

2.5.1 Estructura cristalogréafica de Guaifenesina

Guaifenesina racémica (rac-Guai) posee dos grupos OH y cada uno es capaz de generar
dos puentes de hidrégeno (figura 15a), de manera tal que, para formar una cadena
unidireccional como la que se muestra en la figura 15b, el grupo OH terminal (OH) de una
molécula interactta con el grupo OH quiral (OHg) de otra molécula mientras que el OH; de

esta va a interaccionar con el grupo OHgq de la siguiente molécula y asi sucesivamente.

a) b)

BB b & b b
o e o o B T T e
‘”%ﬁﬂ;‘éﬁ %&“@%&Q‘Q‘Q

OH: (4)

Figura 15. Estructuras moleculares y cristalograficas de: a) guaifenesina, b) cadena unidireccional
de guaifenesina c) sintén de guaifenesina y d) estructura tubular de guaifenesina. Tomado de
CCDC (Deposition Number 693625) y analizado en mercury®.

Para formar el sintdbn supramolecular (figura 15c), la cadena se une con los puentes de
hidrégeno restantes de la cadena vecina, es decir, una vez que el OH; de la molécula (1)
interactda con el OH, de la molécula (2), el OH; (2) se enlaza con el OH; de la molécula
(3), que a su vez, se va a enlazar por medio de su grupo OHq con el OH; de la molécula
(4), mismo que interacciona con el grupo OH; (1), creando asi la estructura cristalina
propuesta en la figura 15d. Cabe destacar que los grupos éter no participan en la

formacion de puentes de hidrégeno de esta estructura.
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2.5.2 Otros usos de Guaifenesina

El enantimero (S)-Guai es precursor en la sintesis de otros Ingredientes Farmacéuticos

Activos (IFA’s), tales como los relajantes musculares levomoprolol, metocarbamol vy

/
0 o}
afe
O
e}
/ (R)—MetocarbaﬁN H2
O/ o} O/ o
O =00
OH \ NJ\O

mefenoxalona (figura 16).”

(S)-Mefenoxalona H

/

o O

G}OH
NHPr!

Levomoprolol

(S)-Guaifenesina

Figura 16. Guaifenesina como precursor de otros IFA"s.%2

Para utilizar una de las formas enantiopuras de rac-Guai, como precursor de estos IFA’s,
diferentes autores aprovecharon su naturaleza de precipitar en conglomerado a partir de
una cristalizacion inducida por una semilla (o particulas de un material 6pticamente puro
gue permita el crecimiento) de (S)-Guai o (R)-Guai, segun se requiera. En el
procedimiento, a una solucién sobresaturada de la mezcla racémica se le adicionan
semillas cristalinas del enantibmero deseado hasta que se produce la precipitacion del
mismo enantiomero. Por medio de filtracion, los cristales se recuperan y las aguas madres
guedan saturadas del enantiomero contrario. En un ciclo posterior, usando semillas del

otro enantiémero, es posible la obtencién de cristales del otro enantiémero.”®

Esta técnica ha mostrado ser sensible a los cambios de temperatura que afectan a la
velocidad de precipitacion. Adicionalmente, esta técnica requiere de las formas

enantiopuras de Guai para realizar la induccion de la cristalizacion.
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3 Justificacion
Entre los enantiomeros de un farmaco quiral es posible que existan diferencias
farmacoldgicas. Lo ideal es administrar solo el enantiomero con el efecto terapéutico

deseado (eutémero).

La generacion de sales diastereoisoméricas es un método convencional en la resolucion
quiral. Sin embargo, pocos ejemplos se han reportado de co-cristales
diastereiosoméricos. En nuestro caso utilizamos guaifenesina racémica (rac-Guai) como
modelo para la resolucién enantiomérica considerando sus cualidades estructurales que
no le permiten generar sales, pero si interacciones de puente de hidrégeno. Estas

interacciones facilitarian el reconocimiento por algun aditivo quiral.

En este proyecto se busc6é un método de separacion de (S)- o (R)-Guai, utilizando aditivos
quirales que conduzcan a la resolucibn mediante una cristalizacién dirigida por

interacciones intermoleculares.

4 Hipétesis

A partir de guaifenesina racémica, bajo un screening de disolventes y técnicas de
preparacion de NFS, se obtendra la resolucién enantiomérica mediante una cristalizacion

enantioselectiva con aditivos GRAS quirales seleccionados.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Separar los enantiomeros de la mezcla racémica de Guaifenesina a través del desarrollo

de un método de cristalizacion preferencial quiral.

5.2 Objetivos especificos

e Seleccionar los disolventes orgénicos y los aditivos quirales bajo el criterio de que
sean capaces de establecer posibles puentes de hidrogeno de manera
enantioselectiva con el farmaco de interés.

o Establecer las condiciones experimentales de molienda mecanica y reaccién de
slurry que conduzcan a una nueva fase sélida diastereocisomérica entre las
materias primas.

¢ Realizar experimentos de cristalizacion en solucién liquida bajo los criterios de la
miscibilidad entre los disolventes, la solubilidad de las materias prima sélidas y la
proporcion de volumenes para aislar cristales de un solo enantiomero del IFA.

e Caracterizar los soélidos obtenidos de cada proceso de preparacion por difraccion
de rayos X de polvos para detectar posibles nuevas fases soélidas, RMN-'H para
identificar sus componentes y polarimetria para determinar posibles excesos

quirales.
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6 Procedimientos

6.1 Diagrama general de trabajo

En el siguiente diagrama se muestra el procedimiento que se siguid para la realizacion de

este proyecto.

[ 1. Analisis de las materias primas ]

[ 2. Seleccion de los aditivos quirales y disolventes ]

3. Realizacion de experimentos de cristalizacion con diferentes
estequiometrias IFA:AQ (1:1, 1:2, 1:3y 2:1)

y asistida por disolvente (RxS) variantes

Molienda en seco (RxM NG) { Reaccion por slurry J [ Cristalizacion en solucion y ]
(RXM SD)

4. Andlisis de los sélidos cristalinos recuperados
de la cristalizacion

Difraccion de Rayos X de Polvos Polarimetria (en solucién y con
(DRXP) placas polarizadas)

RMN-H de los sélidos que sugieran una nueva fase sélida para
establecer presencia del IFA y del aditivo quiral.
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6.2 Materiales y Equipos

Materias primas:

Reactivos Proveedor Lote CAS
Guaifenesina Sigma-Aldrich® SLBP2756V 93-14-1
Acido p-Malico Sigma-Aldrich® BCBM2329V 636-61-3
Acido L-Malico. Sigma-Aldrich® 1377675 97-67-6
Acido pL-Malico Aldrich-Chemistry MKBS7851V 6915-15-7
Reagent Plus®
Acido L-Aspéartico Sigma-Aldrich® SLBB8906V 56-84-8
Acido D-Aspartico Aldrich-Cheministry MKBS50510V 1783-96-6
Reagent plus®
Acido L-(+)-Tartarico Sigma Aldrich® BCBQ5657V 87-69-4
Acido p-(-) Tartarico Aldrich Reagent plus® 08411DEV 147-71-7
Acido pL-Tartarico Aldrich Reagent plus® MKBS0401V 133-37-9
Disolventes:
Agua destilada Etanol Metanol
Acetona Acetato de Etilo Hexano
Diclorometano Cloroformo
Equipos de laboratorio:
Equipo: Marca: Modelo:
Balanza analitica OHAUS CORPORATION® PA214
Termo-agitador IKA® C-MAG HS7
Bomba de vacio BUCHI® V-100
Difractémetro de rayos X de
polvos Bruker® D2 Phaser
Horno THELCO LABORATORY® 130M
Bafio seco CORNING® 6785-DB
RMN-1H. BRUKER® 400 MHz
Molino Retsch® MM400
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6.3 Métodos de preparacion de nuevas fases solidas

En esta seccion se describen los métodos de obtencion de NFS utilizados en este
proyecto de investigacion para la obtencion de moléculas diastereoisoméricas o co-

cristales utilizando aditivos quirales como agentes de co-formadores.

6.3.1 Reaccién de Molienda (RxM)

Los experimentos de co-cristalizacion por molienda se realizaron en un molino de bolas
vibratorio (descrito en el apartado de equipos de laboratorio). Esta técnica fue de primera

eleccion ya que utiliza la menor cantidad de disolvente o nada de este.

Para realizar la molienda en seco (RxM NG) se pesan las materias primas (MP) en
proporcion estequiométrica del Ingrediente Farmacéutico Activo y de Aditivo Quiral
(IFA:AQ) para formar 0.1 g de NFS; la mezcla se coloca dentro de un contenedor de
acero inoxidable (con una capacidad de 1.5 mL), al cual se le adiciona una posta también

de acero inoxidable. Los componentes se molieron durante 30 min a 25 Hz.

Para realizar las reacciones por molienda asistida por disolvente (RxM SD), se sigue el
mismo procedimiento que la RxM NG, pero en esta técnica se agregan dentro del
contenedor algunas gotas del disolvente seleccionado (ca 50 L) justo antes de moler los

componentes.

Al término, se recupera el polvo obtenido de cada experimento, tanto de las RxM NG
como de RxM SD, se deja secar a temperatura ambiente (TA) y posteriormente se

analizaron por DRXP.

6.3.2 Reaccion slurry (RxS)

Con el fin de aumentar la cantidad de disolvente, se contempld realizar un conjunto de
experimentos de RxS con los disolventes seleccionados inicialmente. El experimento de
RXS consiste en pesar los materiales de partida en cantidades estequiométricas IFA:AQ
para obtener 0.1 g de producto, colocarlos dentro de un vial de 3 mL, agregar el
disolvente seleccionado hasta formar una pasta, mantenerla en agitacion con un agitador
magnético (2x7 mm) a TA durante tiempos establecidos (3, 5, 15 y 20 horas cada
experimento). Al finalizar el tiempo de reaccion retirar el agitador, dejar secar a TA bajo

vacio, una vez seco el producto analizar por DRXP.
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6.3.3 Cristalizacion tradicional

Se realizaron experimentos de cristalizacion tradicional con cada uno de los disolventes
seleccionados. Esta técnica requiere de un mayor volumen de disolvente en comparacion

con las técnicas anteriores.

Para realizar este tipo de cristalizacion se agregaron las materias de partida en
proporciones estequiométricas para obtener 0.1 g de producto dentro de un vial de 30 mL,
se adiciona la cantidad suficiente de disolvente, o una mezcla homogénea de disolventes,
hasta observar que los solutos estdn completamente disueltos y, posteriormente, se deja
evaporar a TA el tiempo necesario hasta observar la formacion de cristales o producto
precipitado en el fondo del vial. Se realizdé un experimento para cada mezcla de materias
prima y cada disolvente. Por ultimo, el solido resultante de cada experimento se analiza
por DRXP.

6.3.4 Variantes de cristalizacion

Las variantes de los experimentos de cristalizacion surgieron como alternativa a la

cristalizacion tradicional.

Las variantes consisten en experimentos de cristalizacion bifasica, que involucran
seleccionar dos disolventes inmiscibles entre ellos, pero capaces de disolver a una de las
MP. El farmaco se solubiliza en un disolvente y aditivo quiral en el otro, pero manteniendo
la relacion estequiométrica 1:3 del IFA:AQ. En esta técnica se aplicaron dos condiciones

distintas:

a) Variante 1 (Var 1): para esta variante se pesan las MP de manera estequiométrica
1:3, rac-Guai se disuelve en uno de los disolventes y el AQ en el otro disolvente,
hasta observar que el soluto esta completamente disuelto. A la solucion minoritaria
se adiciona mas disolvente de manera que, se obtengan volimenes similares en
los dos disolventes inmiscibles. La solucibn menos densa se coloca primero en el
contenedor para quedar en la parte inferior del recipiente y encima se coloca la
solucion més densa (figura 17) para lograr la formacion de una interfase entre las
soluciones que contienen los componentes del cristal y de esta manera evitar la
rapida evaporacion de la solucibn mas volatil. Posteriormente se deja evaporar a
temperatura ambiente hasta observar la formacién de cristales o precipitado en los

viales.
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‘ 44— Solucidn con el disolvente mas denso

L Formacion de la interfase

< Solucién con el disolvente menos denso

Figura 17. Representacion esquematica de la variante 1.

b) Variante 2 (Var 2): Esta variante también utiliza dos disolventes inmiscibles entre
ellos para disolver los solutos, pero la solucibn minoritaria no se compensa para
equilibrar el volumen. De igual manera que la cristalizacién anterior, primero se
coloca la solucibn menos densa en el contenedor y encima se coloca la solucién
de mas densa a gotas con una pipeta de vidrio, permitiendo la formacion de gotas
al fondo del contenedor (figura 18). Posteriormente, se deja evaporar a TA hasta
observar cristales o precipitado al fondo del contenedor.

Solucién con el disolvente mas denso

Formacién de gotas

Solucién con el disolvente menos denso

Figura 18. Representacion esquematica de la variante 2.

Todos los sélidos recuperados son colocados entre placas polarizadas haciéndoles pasar
un haz de luz para determinar su actividad Optica. Posteriormente se analizan por
microscopia para observar su morfologia y por DRXP como se menciona anteriormente

en la seccién 6.3.

Durante el desarrollo experimental fue necesario modificar la variante 2 en la variante 3
(Var 3) y 4 (Var 4). La diferencia en Var 3 consisti6 en cambiar el contenedor a un vial de
30 mL y en Var 4 se aumentaron los volimenes de los componentes al doble

conservando la estequiometria 1:3 (IFA:AQ).
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6.4 Caracterizacion de soélidos

En esta seccion se describe la manera de preparacion de las muestras que se obtuvieron
por cada uno de los métodos de cristalizacion, tanto polvos como cristales, para

analizarlos por la técnica conveniente.

6.4.1 Difraccion de rayos X de polvos (DRXP)

De los experimentos de cristalizacién por slurry y algunas cristalizaciones se obtuvieron
polvos. Estos se secaron completamente a vacio, se homogenizé el tamafio de particula
con una espétula o con un mortero y pistilo sin aplicar mucha energia; una vez molida y
homogenizada la muestra se tom6 una cantidad de 100 mg aproximadamente para
analizarlos con un difractometro Bruker® modelo D2 Phaser. Los difractogramas
adquiridos en este proyecto requirieron 22 minutos de adquisicién, en un intervalo 26 de 5
a 45° y un step de 0.016.

6.4.2 Polarimetria

Cuando se realizaron los experimentos de cristalizacion, que incluyen las variantes de
cristalizacién en la interfase y el sembrado en solucidon descritas mas adelante en la
seccion 6.4.4, mediante estas técnicas se obtuvieron cristales que presentaron diferente
morfologia que dependia de la variante de cristalizacion utilizada (ver seccion de
resultados). Los sélidos se recuperaron y se analizaron a través de un par de placas

polarizadas y con el polarimetro.

6.4.2.1 Polarimetria utilizando placas polarizadas

Se cred un artefacto capaz de realizar una funcién similar a un microscopio petrografico
con placas polarizadas incorporadas, solo utilizando un par de placas polarizadas como
se describe en las referencias 16 y 60 con el que se analiz6 la capacidad de interaccién
con la luz polarizada de los sélidos recuperados de los experimentos de cristalizacion. Se
analizaron los cristales al hacer pasar un haz de luz a través de la muestra, se gira la
placa superior en el sentido de las manecillas del reloj y se observa desde la parte
superior para notar si cambian de color las muestras y establecer si un cristal contiene
preferentemente una configuracion quiral. Este artefacto estd constituido como se indica

en la figura 19.
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Placa movible : <

- Muestra
Placa estética - \

Soporte de cristal

——— L - - - ¢
Fuente de luz / Contenedor

Figura 19. Artefacto utilizado para realizar el andlisis a través de placas polarizadas.

Fuente de luz blanca (foco de 4 watts) contenido en el fondo de un contenedor de cartén
(20x20x15 cm) con fondo blanco, un cristal trasparente (20x20 cm) como soporte y un par
de filtros polarizados (10x10 cm cada uno). El movimiento de la placa superior se realiz6
manualmente. Las placas utilizadas en este proyecto fueron donadas por el Dr. Thomas

Buhse del Centro de Investigaciones Quimicas, UAEM.

6.4.2.2 Polarimetria utilizando un polarimetro

Esta técnica se utiliz6 para analizar los sélidos obtenidos de los experimentos de
cristalizacién tanto en la interfase como los sembrados en solucién. Se recuperaron
aproximadamente 5 mg de cada muestra, se transfirieron y se disolvieron en 1 mL de
agua desionizada en un matraz aforado, se transfiri6 a la celda del polarimetro descrito en
la seccion 6.2 y se leyeron a A= 589 nm y 20 °C de temperatura. Para cada muestra se
tomaron 10 lecturas y se calcul6é el promedio, debido a la variacion en la respuesta del

equipo.
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7 Resultados y discusion
En esta seccién se describen los resultados experimentales a partir de las técnicas RxM,
RXS vy cristalizacion de rac-Guai con los aditivos quirales y los disolventes seleccionados.
En las primeras secciones se describen la seleccion de los AQ y disolventes. Al final se

presentan los resultados experimentales de los diferentes tipos de cristalizacion
empleados en el proyecto.

7.1 Criterios de seleccion de aditivos quirales y disolventes orgéanicos

Se seleccionaron como AQ los &cidos: pL-méalico (DLMal), pb-malico (DMal), L-malico
(LMal), p-tartarico (DTar), L-tartarico (LTar), D-aspartico (DAsp) y L-aspartico (LAsp) cuyas
estructuras se muestran en la figura 20.

OH OH OH OH
0 o}
OH OH
Acido bL-Milico Acido D-(+)-Malico Acido L-(-)-Malico
o) 0]
HO
HO
////,M OH OH
- OH
HO or O™
o) (0]
Acido p-(-)-Tartérico Acido L-(+)-Tartarico
0 NH, Q NH,
OH ;
HO
0
Acido p-Aspartico Acido L-Aspartico

Figura 20. Estructuras quimicas de los aditivos quirales seleccionados.

Ya que forman parte de la lista GRAS y poseen grupos funcionales que podrian ser
complementarios para formar puentes de hidrégeno con los grupos -OH de rac-Guai
(figura 21).
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Figura 21. Posibles sintones entre rac-guaifenesina y los aditivos quirales seleccionados.

Con estos AQ se hace una busqueda para la seleccion del que logre mejores

interacciones con los enantidmeros de rac-Guai.

Para la seleccion de disolventes se consideré la polaridad como criterio principal, y
adicionalmente la capacidad de formar puentes de hidrégeno; como el caso del etanol
(EtOH) que posee un grupo donador y aceptor de puentes de hidrégeno mientras que la
acetona (Acet) y el acetato de etilo (A. de Etilo) solo poseen un grupo aceptor de puentes
de hidrégeno, y el acetonitrilo (CH3sCN) que no forma puentes de hidrégeno fuertes.
También se considera la hidrofobicidad como en el caso de diclorometano (CH2Cly),
cloroformo (CHCIs) y A. de Etilo (Tabla 2).

Tabla 2. Disolventes seleccionados por su capacidad de formar puentes de hidrogeno e
hidrofobicidad.

Polares
Polares que Polar aceptor
aceptores de ] o
forman puentes Polares hidrofébicos de puente de
L puentes de o o
de hidrégeno L hidrégeno débil
hidrégeno
H
O H
0. 2 H——cl
. e
HyC" H H_;,CJJ\O CH, &
Metanol . Dicl t
Acetato de eftilo Iclorometano 0 H H.C—CN
33.6* * 2
6.02* 8.9 U &
H,C~ 0™ CHs
3 -
H.C. _O. o) Acetonitrilo
’ Ei H P i Acetato de etilo 36.2*
2 H,C CH, Cl 1§ Cl 6.02*
Etanol
Acetona

Cloroformo

X
20.7 48"

*Valores de la constante dieléctrica de los disolventes seleccionados. Valores tomados de la
bibliografia 79.
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7.2 Caracterizacion por Difraccion de Rayos X de Polvos de rac-

Guaifenesina y aditivos quirales

Las materias primas se sometieron bajo las condiciones de RxM NG, RxM SD y RxS con
los diferentes disolventes seleccionados anteriormente para comprobar la estabilidad e
integridad fisica de las MP. De manera representativa, se presentan en la figura 22, los
patrones de DRXP de las materias prima bajo condiciones de slurry en los disolventes

utilizados en primera instancia: etanol (EtOH) y acetona (Acet).

De manera general, todas las materias primas (rac-Guai y AQ) mantienen las sefiales
representativas en el patron de DRXP bajo las condiciones de molienda NG y SD
comparados con el andlisis del solido obtenido del envase (Env) en todos los disolventes
seleccionados en la seccion anterior. Adicionalmente, tampoco se presentaron cambios
en los difractogramas de las MP bajo condiciones de RxS en todos los disolventes, lo que
significa que ninguna materia prima sufre cambios en su cristalinidad con los diferentes

disolventes empleados y bajo las condiciones de cada experimento.

Con el propésito de realizar un analisis adecuado entre las materias primas y las mezclas
en porciones estequiométricas en los difractogramas posteriores, se utilizaran los
patrones de difraccién de las materias primas que pasaron por las condiciones de RxM

NG, RxM SD y RxS segun se requiera.
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RxS EtOH RxS EtOH
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Figura 22. Patrones de difraccion de las materias prima en los disolventes seleccionados bajo
condiciones de slurry: a) rac-Guai, b) acido b-mélico (DMal), c¢) acido L-mélico (LMal), d) acido DL-
malico (DLMal), e) &cido D-tartarico (DTar), f) &cido L-tartarico (LTar), g) acido b-aspartico (DAsp) y
h) acido L-aspéartico (LAsp) contra el sélido directo del envase (Env).
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7.3 Estudios experimentales de reaccién por slurry

La exploracion experimental comenzé con el uso de cantidades intermedias de disolvente
mediante la reaccion de cristalizacion por slurry (RxS) esto con la intencion de observar el
efecto del disolvente con las diferentes estequiometrias propuestas en el apartado de
procedimientos y posteriormente analizamos los sdélidos recuperados a través de los

PDRX en la busqueda de algun cambio que sugiera alguna interaccion entre el IFA y el

AQ.

Los estudios de RxS se realizaron utilizando rac-Guai con los aditivos quirales: acidos
malicos, asparticos y tartaricos en forma enantiopura, asi como algunos en forma
racémica. Cabe mencionar que se preparé la mezcla racémica DLTar a partir de las
formas enantiopuras del acido tartarico a través de la solucién acuosa y no se usé la
mezcla fisica de los polvos. La tabla 3 describe los resultados obtenidos comparando la
mezcla de rac-Guai con cada aditivo quiral, el solvente utilizado para la RxS, la relacion

estequiométrica empleada y si hubo indicios de una NFS mediante el analisis de DRXP.

Tabla 3. Resultados del screening por reaccion de slurry.

Indicios de una

Mezcla quiral Disolvente Estequiometria
NFS
1:1
) Acetona, etanol No
rac-Guai + DMal 2:1
rac-Guai + LMal Acetato de etilo, acetonitrilo, 1:2
rac-Guai + DLMal diclorometano, hexano e 13 No
isopropanol '
rac-Guai + DAsp Acetona, etanol, acetonitrilo y N
o]
rac-Guai + LAsp acetato de etilo o1
Acetona, etanol 1:1 Si
rac-Guai + DTar acetato de etilo, acetonitrilo, 2:1 No
rac-Guai + LTar diclorometano, hexano e 1:2
rac-Guai + DLTar isopropanol 1:3 Si
Acetona 1:4

De acuerdo con nuestras observaciones, las combinaciones de rac-Guai con los acidos
méalicos en forma enantiopura y racémica (D, L y DL) usando etanol como medio de
reaccion produjo una sustancia trasparente y viscosa imposibilitando el analisis por

difraccion de rayos X de polvos. Mientras que, usando los demés disolventes y
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combinaciones estequiométricas, el analisis de los PDRX no mostraron indicios de una
NFS (ejemplo en el anexo 1). Respecto al uso de los acidos DAsp y LAsp, en las
relaciones estequiométricas indicadas con rac-Guai, no se observo ninguna sefial nueva o
cambio de patrén en el DRXP que refiera a una NFS; esto ultimo para todos los
disolventes propuestos, es decir, las sefiales observadas en las diferentes combinaciones
estequiométricas representan una mezcla fisica de los componentes (ejemplo en el anexo
2).

Posiblemente se deba a que el &cido aspartico forma puentes de hidrogeno
intermoleculares demasiado fuertes y que no permiten la interacciéon con las moléculas de
rac-Guai (figura 23) o que en solucién se encuentra en forma de zwitterion, imposibilitando

la interaccion con Guai.

Figura 23. Puentes de hidrégeno intramoleculares del acido aspértico. Tomado de CCDC
(Deposition Number 103651) y analizado en mercury®.

Por este motivo se descartdé el uso de estos aditivos quirales para la resolucion

enantiomérica de Guaifenesina racémica.

Posteriormente, se procedié con los experimentos de RxS de rac-Guai con los acidos
DTary LTar 1:1y 2:1 (IFA:AQ) en EtOH y Acet; los polvos recuperados se analizaron por
DRXP. De acuerdo con los difractogramas, en la mezcla rac-Guai:DTar y rac-Guai:LTar
1:1, aparecieron sefiales nuevas ademas a las pertenecientes a las MP. En la
combinacién 2:1 no hubo sefiales nuevas (ejemplo de los difractogramas obtenidos en el

anexo 3).

Bajo esta observacion, se decidi6 aumentar la porcion estequiométrica del AQ en los
mismos medios de reaccion. A continuacion, se presentan los patrones de DRXP de los
experimentos de RxS de rac-Guai con los acidos a) DTar, b) LTar y c) rac-DLTar (figura
24a-c) con estequiometrias 1:1, 1:2 y 1:3 (IFA:AQ) utilizando acetona como medio de
RxS.
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a) rac-Guai:DTar 1:1, 1:2y 1:3 b) rac-Guai:LTar 1:1, 1:2 y 1:3
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M_As .J\ Ahn, aSuak o — A
l rac-Guai:DTar (1:2) rac-Guai:LTar (1:2)
| A -

rac-Guai:DTar (1:1) rac-Guai:LTar (1:1)
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DTar J LTar
N o . N W

A A
rac-Guai rac-Guai
LAJ\_I\_J\ A JUL A_rn
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2 theta 2 theta

c) rac-Guai:DLTar 1:3

rac-Guai:DLTar

DLTar

l h l rac-Guai
i — A A A
5 10 15 20 25 30 35

40 45
2 theta

Figura 24. Patrones de DRXP de la RxS de rac-Guai con los acidos a) DTar y b) Ltar con
estequiometrias 1:1, 1:2 y 1:3 (IFA:AQ) y c) DLTar en estequiometria 1:3 (IFA:AQ) en acetona. Las
lineas punteadas son una guia visual para las sefales que se modifican.

De manera general, notamos que al aumentar la cantidad estequiométrica del AQ desde
1:1 a 1:3 (IFA:AQ) aparecen nuevas sefiales y de mayor intensidad en comparacion con
las sefiales obtenidas de las materias prima para las combinaciones de rac-Guai ya sea
con DTar o utilizando LTar. Sin embargo, para el experimento de rac-Guai con DLTar 1:3
(IFA:AQ), en la figura 24c, no se observan sefiales nuevas a diferencia de las mezclas

con los AQ enantiopuros.

La ausencia de modificaciones en el PDRX puede ser consecuencia del comportamiento
de DLTar como un racemato verdadero®® y, por tanto, su energia de red cristalina es
menor, i.e. mas estable; y no permite la interaccion con rac-Guai. Mientras que, en los
experimentos con Dtar y LTar con estequiometria 1:4 (IFA:AQ) los DRXP fueron similares

a los obtenidos con la proporcion 1:3 (figura 25).
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Figura 25. Patrones de difraccion de a) rac-Guai:DTar y b) rac-Guai:LTar en estequiometrias 1:3 y
1:4 (IFA:AQ) comparado con las materias prima.

También se consider6 que el tiempo de reaccién podria ser un factor importante durante
la RxS, por lo que se realizaron experimentos a 5, 10 y 20 horas con las mezclas de rac-
Guai:DTar y rac-Guai:LTar (1:3) en Acet. Los resultados del andlisis de DRXP se

muestran en la figura 26.

De acuerdo con el andlisis de los diferentes PDRX; los materiales de partida: rac-Guai y
DTar en comparacion con la mezcla rac-Guai:DTar (1:3), como se observa en la figura
26a, las sefales pertenecientes a los materiales de partida disminuyen mientras que
aparecen nuevas sefiales (lineas punteadas) hasta las 15 h de tiempo de reaccion, pero a
las 20 h las sefiales disminuyen probablemente a que la reaccion habria llegado al punto
mas alto antes en este tiempo y se pierde la cristalinidad de la supuesta NFS. En cambio,

los PDRX de rac-Guai:LTar (1:3), como se muestra en la figura 26b, también aparecen

38



sefiales nuevas con respecto al tiempo de reaccién, sin embargo, las sefiales de las MP

aun muestran una intensidad comparable con las sefiales nuevas.

a) rac-Guai:DTar (1:3) 10,15y 20 h

v \ v Al | " |
rac-Guai:DTar 1:3 20h
N A J\ N JA
rac-kuai:DTar 1:315h
| N A -
l ' I rac-Guai:DTar 1:3 5h
Mr
I DTar
I ! N rac-Guai
10 15 20 25 30

35 40 45

2 theta

b) rac-Guai:LTar (1:3) 10,15y 20 h

\l 1] ] | v Y
n ﬂ A l A rac-Guai:LTar 1:3 20h

raiheuai:LTar 1:315h
L A AN A A A

J L rac-Guai:LTar 1:3 5h
A . A

LTar
~ A -h AR A ‘LM
' l I rac-Guai
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35 40 45

2 theta

Figura 26. Patrones de difraccion de a) rac-Guai:DTar y b) rac-Guai:LTar en estequiometrias 1:3
(IFA:AQ) con diferentes tiempos de reaccion 5, 15 y 20 horas usando acetona como medio de
reaccion. Las lineas punteadas son una guia visual para las sefiales que se modifican.

La aparicion de las sefiales nuevas en los experimentos de reaccion por slurry marco una
pauta en la blusqueda de interacciones entre rac-Guai y los acidos DTar y LTar. Al parecer
el volumen de disolvente utilizado como medio de reaccion es relevante, asi que
manteniendo la estequiometria 1:3 y con los &cidos tartaricos enantiopuros, se buscan
otras técnicas de reaccion para la obtencion de una NFS estable como a) la molienda
mecénica que requiere cantidades minimas o ausencia total de disolvente y b) la

cristalizacion en solucién que requiere una gran cantidad de disolvente.
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7.4 Estudios experimentales de reaccion por molienda mecénica

Se realizaron experimentos de molienda en ausencia de disolvente (RxM NG) y con gota
de disolvente (RxM SD) con las mezclas 1:3 de rac-Guai con los AQ: DTar y LTar. Para la
RxM SD, se utilizaron los disolventes: acetona, acetato de etilo, hexano, etanol e
isopropanol bajo las condiciones descritas en la seccion 6.4.1 de procedimientos.

Al comparar los PDRX de las MP contra las diferentes mezclas en la RxM NG, ningun
difractograma mostré sefiales nuevas, sino que el PDRX fue caracteristico de una mezcla
fisica de polvos. El resultado fue el mismo para la RxM SD en todos disolventes utilizados.
Para los resultados mostrados en la figura 27, se comparan con los PDRX de las materias

primas obtenidas posteriormente al proceso de molienda.

a) b)

rac-Guai:DTar 1:3 RxM NG rac-Guai:LTar 1:3 RxM NG

rac-Guai:DTar 1:3 RxM NG
rac-Guai:LTar 1:3 RxM NG

MW

A
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A A A A_IJ LL_A_»_’\LA-«__AMA_J_A_,
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" A A A
15 20 25 30 35 40 45 5

-

5 10 10 15 20 25 30 35 40 45
2 theta 2 theta
c) d)
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rac-Guai:DTar 1:3 RxM SD
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Figura 27. Difractogramas de RxM NG de a) rac-Guai:DTar (1:3), b) rac-Guai:LTar (1:3) y RxM SD
utilizando acetato de etilo c) rac-Guai:DTar (1:3) y d) rac-Guai:LTar (1:3)
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La figura 27 muestra la comparacion de los difractogramas de RxM NG y RxM SD
(acetato de etilo, como ejemplo). En ningln caso se observa la transformacion del PDRX.

En el anexo 4 se muestran las comparaciones con el resto de los disolventes.

Al parecer la ausencia de disolvente, 0 su uso en cantidades minimas, no es capaz de
generar los cambios en los PDRX de los sélidos tratados bajo RxM. De tal manera que
debe ser necesaria una mayor presencia del disolvente. Este caso se presenta y analiza

en la siguiente seccion.

7.5 Estudios experimentales de cristalizacion en solucion liquida

La cristalizacién en solucion, tradicional y sus variantes, se describieron en la seccién
6.4.3. Entre las variantes a la cristalizacion se pasé del uso de un solo disolvente a
mezclas heterogéneas de disolventes, asi como la distribucion de los solutos entre
disolventes inmiscibles. Se utiliz6 el volumen cercano a la saturacién (concentraciéon
maxima de los solutos en un disolvente dado). En todos los casos, se verificoO que todas
las soluciones liquidas empleadas fueran homogéneas i.e. ausencia de sélidos de las MP.

A continuacion, se describen los distintos casos estudiados y sus resultados.

7.5.1 Cristalizacién en solucion homogénea sobresaturada

Esta es la técnica de cristalizacion tradicional donde las MP se disuelven en un disolvente

anico o una mezcla de disolventes miscibles, y se permite la evaporacion lenta.

rac-Guai se sometio a las condiciones de cristalizacion tradicional con un solo disolvente
donde observamos que puede cristalizar de formas diferentes en funcion del disolvente
empleado (ejemplos en la imagen 2). Mientras que, los AQ mantienen su morfologia

después de que se deja evaporar el disolvente a TA (imagen no mostrada).

Imagen 2. Formas de cristalizacion de Guaifenesina racémica.

Etanol Acetona
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Se realizaron experimentos de cristalizacion en solucion homogénea saturada utilizando
acetona, diclorometano y etanol como disolventes. Empleando DMal, LMal y DLMal, se
observaron cumulos de forma irregular en el fondo del recipiente. Cuando se emplea
DAsp y LAsp solo se observd la combinacion heterogénea de polvos en el fondo del
contenedor. Mientras que, en las combinaciones entre rac-Guai con DTar y LTar, se
obtuvo una sustancia viscosa transparente con apariencia de gel. En la imagen 3 se
muestra, de manera representativa, algunos ejemplos de las observaciones sobre
experimentos de la técnica de cristalizacion entre rac-Guai con DTar y LMal en diferentes
proporciones estequiométricas y mezcla de disolventes.

Imagen 3. Observaciones de la cristalizacion de Guaifenesina racémica en diferentes disolventes
orgénicos.

o Solvente
i ) Composicidn .
Imagenes del vial utilizado
(IFA:AQ) L
(composicion)

rac-Guai:DTar

Acet
(2:1)
rac-Guai:DTar EtOH:CH2Cl>
(1:1) (50:50)
rac-Guai:LMal
Etanol

(1:1D)

Debido a estas observaciones y a la falta de soélidos como producto final no fue posible el
andlisis de DRXP y se descartd el uso de la técnica de cristalizacion en solucion
homogénea saturada para la obtencion de una NFS. A causa de esto se propone utilizar

la cristalizacién en solucion bifasica como se describe en la seccién siguiente.
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7.6 Cristalizacion en solucién bifasica

La cristalizacion bifasica o cristalizacion en la interfase (seccion 6.4.3.1) utiliza dos
disolventes inmiscibles pero capaces de disolver a las MP. A continuacién, se describen

los resultados obtenidos.

7.6.1 Cristalizacion en la interfase con soluciones saturadas y volumenes

iguales

Se utiliz6 agua y acetato de etilo como disolventes inmiscibles para disolver las MP hasta
el punto de saturacién en cada disolvente. Los AQ se disolvieron independientemente en
A. de etilo y se colocaron primero en su contenedor. Posteriormente se adicion6 la
solucion saturada acuosa de rac-Guai sobre la solucién organica. Los volimenes

empleados para la cristalizacién son iguales.

Debido a la diferencia de solubilidades de los AQ, para los 4cidos malicos se emplearon 5
mL de solucién organica (Comp 1) y 13 mL para para las soluciones con &cidos tartaricos
(Comp 2). Los volumenes de rac-Guai en solucién acuosa saturada para Comp 1y Comp
2 fueron 5y 13 mL, respectivamente. Las fotografias en la imagen 4, muestran las formas
de cristalizacién de rac-Guai después de que se permitié la libre evaporacién de los

disolventes.

Imagen 4. Cristalizacion en la interfase con volimenes equivalentes

Comp 2

En la figura 28 se muestra el analisis de DRXP del producto recuperado de los
contenedores (representado por los circulos amarillos de la imagen 4) comparando los

PDRX con las MP de las composiciones: rac-Guai con DMal y rac-Guai con DTar.
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Figura 28. Cristalizacion en la interfase con volimenes iguales. Se comparan comp 1 y comp 2
contra las materias primas.

Observando la figura 28 concluimos que los patrones de difraccion tanto del comp 1y
comp 2 son similares al de rac-Guai. Mediante este andlisis podemos comprobar que,
bajo estas condiciones de cristalizacion, rac-Guai no interacciona con el AQ, e incluso

llega a excluirlo porque no se observa LMal ni DTar en los difractogramas.

7.6.1.1 Cristalizacion en la interfase
Hasta este punto experimental, no se han observado indicios de una NFS entre rac-Guai
con los acidos malicos en RxM o0 RxS (anexo 1). Por lo tanto, se decidié descartar este

AQ para posteriores experimentos.

De esta seccibn en adelante se muestran los resultados experimentales de las
modificaciones aplicadas a las cristalizaciones entre rac-Guai con los acidos tartaricos
(DTar y LTar) que si han tenido indicios de una NFS mediante los experimentos de RxS

en diferentes estequiometrias (figura 24-26).

En la técnica de cristalizacion en la interfase usamos volimenes iguales de las soluciones
saturadas. En esta ocasion modificamos la técnica (ver seccién 6.4.4 inciso a) y fijamos la
relacion estequiométrica 1:3 (IFA:AQ) con cada MP en su respectivo disolvente y, en
consecuencia, los volimenes empleados no son iguales. Por lo tanto, compensamos el

volumen de la fase superior para evitar la rapida evaporacién del disolvente mas volatil.

En una caja Petri se colocaron 36.2 mL de solucién saturada de DTar en A. de Etilo (69.4

mg, 0.46 mmol). Ademas, se preparé la solucién saturada de rac-Guai (30.6 mg, 0.15
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mmol) en 1.6 mL de agua, y se compenso el volumen con 25 mL de agua. Esta solucion
acuosa se colocé encima de la solucién organica. A este experimento lo denominamos

variante 1 (Var 1).

En la imagen 5, mostramos el precipitado obtenido y como se observa a simple vista. En
la imagen 6, se muestran las fotografias, y sus acercamientos, del mismo precipitado
cuando se utilizan placas polarizadas con una rotacion de 45° y 135°. Este procedimiento

también se realiz6 LTar.

Imagen 5. Pelicula obtenida
del experimento de
cristalizacion en la interfase
de rac-Guai:DTar 1:3
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Imagen 6. Cristalizacion en la interfase con volumen compensado (Var 1) de rac-Guai en agua y
DTar en acetato de etilo.

Contenedor completo Acercamientos

45° 135° 45° 135°

Var 1 (rac-Guai con DTar)

De acuerdo con las fotografias de la imagen 6, se observa un fendmeno similar a los
cristales de clorato de sodio con la luz polarizada al rotar las placas de 45° a 135°
(seccion 2.4.2.1 e imagen 1). Cuando aplicamos este analisis tanto para las variantes de
rac-Guai con DTar (circulos) como para la combinacién rac-Guai con LTar (flechas), se
presenta una notoria interaccion con la luz polarizada al cambiar el giro de las placas y
observar la inversion de la tonalidad del cristal. Incluso es posible apreciar pequefios
nucleos que intercambian de tono respecto a su alrededor. Sin embargo, una inspeccion
visual de ambos experimentos nos indica que la cristalizaciébn se produjo en capas
superpuestas tal que los cambios de coloracion y sus intensidades no son homogéneas
en la superficie del recipiente.

De manera particular, se recuperaron dos fracciones del experimento entre rac-Guai con
LTar que mostraron interaccion con la luz polarizada (fraccion A y B), para ser analizados
por DRXP (figura 29).
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Figura 29. Sélido recuperado de la cristalizacion en la interfase Var 1 de rac-Guai con LTar, donde:
1) fraccién del cristal A opaca a 45°, Il) fracciéon del cristal B opaca a 135° y lll) PDRX de las
materias prima comparado con las fracciones que presentaron interaccién con la luz polarizada.

Comparando los difractogramas de las MP con las fracciones recuperadas del
experimento de cristalizacion de la Var 1, particularmente la que contiene rac-Guai con
LTar, encontramos los mismos picos caracteristicos de las materias prima en ambas
muestras, determinando que en cada parte del cristal analizado se encuentran ambos
materiales. Adicionalmente, se anexa en la figura 29 el difractograma de la RxS de la
mezcla rac-Guai:LTar 1:3 en A. de Etilo para fines comparativos; donde, observamos el

mismo PDRX determinando que mediante esta técnica se pueden encontrar las MP.

7.6.1.2 Sembrado en liquido

Se realiz6 la variante 2 (Var 2) entre rac-Guai con DTar y LTar, respectivamente. En esta
técnica no se compensa el volumen como en Var 1, sino que se respeta el volumen de las
soluciones para mantener la fraccién estequiométrica 1:3 (ver seccion 6.4.4 inciso b). Var
2 consiste en agregar el volumen de una solucion acuosa saturada de rac-Guai (1.6 mL,
0.15 mmol) sobre una solucion saturada de A de Etilo de DTar (36.2 mL, 0.46 mmol).
Estas cantidades se usaron de acuerdo con la estequiometria 1:3 y considerando obtener

100 mg de producto.

La imagen 7 es la fotografia del cristal recuperado de este experimento a simple vista,
mientras que en la imagen 8, mostramos algunas observaciones de andlisis a través de la

luz polarizada.
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Imagen 7. Fotografia del cristal
obtenido del experimento de
cristalizacion por sembrado en liquido
(Var 2) de rac-Guai:DTar 1:3

De acuerdo con las observaciones del analisis a través de placas polarizadas, la variante
2 de rac-Guai con DTar presenta un cristal que manifiesta notoriamente la interaccién con
la luz polarizada al rotar las placas de 45° a 135°, esto puede indicar la separacién quiral
del farmaco.

Imagen 8. Sembrado en liquido (Var 2) de rac-Guai en agua y DTar en acetato de etilo en
saturacion.

Contenedor completo Acercamientos

Var 2 (rac-Guai con DTar)
45° 135° 45° 135°

Var 2 (rac-Guai con LTar)

Sin imagen Sin imagen
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Cabe mencionar que no logramos obtener la imagen aumentada de Var 2 cuando se
emplea rac-Guai con LTar mediante el andlisis de luz polarizada, debido a que es no se

formaron cristales y tampoco hubo una divergencia en las tonalidades.

Las dos fracciones del cristal de rac-Guai con DTar de la variante 2 que tuvieron una
mayor interaccion con la luz polarizada a 45° y 135° (fraccion lzq y Der), fueron

recuperadas para ser analizadas por DRXP (figura 30).

* L%

1) .

v * AR | v *
[ ‘ | \
| . | K . RxS Guai:ETar 1:3 A. de Etilo
I
| J [
A J‘L | ‘
\ J‘ |
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| | A [ | DTar
|
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B

Figura 30. Sélido recuperado de la cristalizaciéon en la interfase (Var 2) de rac-Guai con DTar,
donde: |) fraccion del cristal I1zq clara a 45°, Il) fraccién del cristal Der clara a 135° y 1ll) PDRX de
las materias prima comparado con las fracciones que presentaron interaccion con la luz polarizada.

En el andlisis de DRXP de este cristal, se muestra un patron de difraccion
significativamente diferente comparado con las materias prima, especificamente la parte
Der del cristal, donde parece que hay una NFS, mientras que la parte lzq tiene aun tiene
sefiales de la MP DTar. Las lineas punteadas y flechas muestran las principales sefales

pertenecientes a la supuesta NFS de la cristalizacion en la interfase.

En el difractograma de la figura 30, se anexa el PDRX de la cristalizacién por RxS de rac-
Guai:DTar 1:3 en A. de Etilo con el fin de comparar las sefales del cristal obtenido
mediante la reaccion de cristalizacion en la interfase de la Var 2. Las sefiales de la RxS
marcadas con las lineas sélidas y asteriscos aparecen en diferente angulo de difraccion
gue las sefales de la supuesta NFS del cristal obtenido en la reaccion de cristalizacion en

la interfase (Var 2).
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Con base en estas observaciones, modificamos el volumen del contenedor para la Var 2.
Pasando de cajas Petri de vidrio (50 mL) a viales de 30 mL, por tanto, también se

redujeron los volimenes de las soluciones de los componentes y el area expuesta al aire.

Se hicieron dos series de experimentos con diferentes volimenes denominadas Var 3 y
Var 4 (tabla 4). La Var 3, empleada en la cristalizacion de rac-Gua:DTar, consistié en
colocar 9.05 mL de la solucion saturada de DTar en acetato de etilo y después 0.4 mL de
la solucién saturada de rac-Guai en agua. Y la Var 4, usada con rac-Guai:LTar, consistio
en aumentar los volumenes de los componentes al doble, es decir, 0.8 mL de la solucion
de rac-Guai y 18.1 mL de LTar. Los volimenes utilizados corresponden a la
estequiometria 1:3 (IFA:AQ).

Tabla 4. Composicion de las mezclas para Var 3 y 4.

Variante | Soluto Volumen en saturacién (mL)
rac-Guai 0.4
DTar 9.05
Var 3 i
rac-Guai 0.4
LTar 9.05
rac-Guai 0.8
DTar* 18.1
Var 4 i
rac-Guai 0.4
LTar 18.1

* También se utilizé DTar en esta variante de cristalizacion.

De las series Var 3 y Var 4 se obtuvieron los cristales que se muestran en las imagenes 9
y 10, respectivamente, asi como su analisis a través de placas polarizadas. En el anexo 5

se muestran algunos ejemplos de las reproducciones de Var 3.
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Imagen 9. Observaciones de los cristales obtenidos sin filtro y a través de placas polarizadas a 45°
y 135°

Var 3 rac-Guai:DTar

Sin filtro 45° 135°

Var 3rac-Guai:LTar
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Imagen 10. Observaciones de los cristales obtenidos sin filtro y a través de placas polarizadas a
45° y 135°

Var 4 rac-Guai:DTar

Sin filtro 45° 135°

Var 4 rac-Guai:LTar

De las fotografias de los experimentos con viales de 30 mL se obtuvieron cristales
discretos con una forma irregular y que interacttan con la luz polarizada cuando se hace

girar la placa a 45° y 135°.

Algunos de los cristales mostrados se colectaron cuidadosamente de manera manual

para los estudios de polarimetria en solucion que se presentan en la siguiente seccion.

7.7 Polarimetria

Los cristales se identificaron como claros u opacos a partir de las placas polarizadas
colocadas en angulo de 45°. Esto para los experimentos descritos en la seccion anterior,
Var 3 y 4 tanto de rac-Guai:DTar como de rac-Guai:LTar (1:3), se pesaron para luego
disolverlos en 1 mL de agua y se midio su rotacion oOptica. Los valores resultantes de cada
cristal y de las MP se presentan en la tabla 5.
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Tabla 5. Rotacion oOptica de los cristales recuperados a partir de las placas polarizadas colocadas
en angulo de 45°de las Var 3 y 4 de rac-Guai:DTar y rac-Guai:LTar con estequiometria 1:3
(IFA:AQ).

_ L Concentracién [a] o?° [a] o?°
Experimento Composicion SA[a] p%°
[mg/mL] (exp) (Tar)
rac-Guai 10 +0.84 - -
S-Guai* 11 +13.7 - -
MP
DTar 10.1 -15.04 -15.04 0
LTar 9.9 +17.04 +17.04 0
rac-Guai Opaco 4.2 -7.5 -6.25 -1.25
+ DTar Claro 5.6 -12.62 -8.34 -4.28
Var 3
rac-Guai Opaco 8.5 +13.01 +14.63 -1.62
+ LTar Claro 5.4 +8.9 +9.29 -0.39
rac-Guai Opaco 9.9 -12.83 -14.74 +1.91
+ DTar Claro 8.8 -15.48 -13.10 -2.38
Var 4
rac-Guai Opaco 6.3 +9.25 +10.84 -1.59
+ LTar Claro 7.4 +12.57 +12.74 -0.17

*Datos tomados de la referencia 78.
§ Ala] o = [a] 0% (exp) - [a] o?° (Tar)

Para calcular aportacion a la RO del acido tartarico ([a] D2 (Tar)) empleamos la regla de
proporcionalidad utilizando la concentracion del cristal, multiplicAndolo por la RO
experimental (Ja] D2o (exp)) y dividiéndolo entre la concentracion del AQ. Mientras que
para el calculo de AJa] Dy se considerd sustraer la aportacién del AQ y asi obtener solo la
RO que es proporcionada por Guai. Se utilizaron las RO experimentales de los acidos
tartaricos (MP) en forma enantiopura para la realizacién de estos calculos y obtener datos

MAs precisos respecto a la aportacion de Guai en la RO.

De acuerdo con los resultados de rotacion éptica (RO) de los cristales clasificados como
opacos Yy claros, para las mezclas de rac-Guai + DTar en Var 3y 4, se obtuvieron valores
cercanos a DTar de signo negativo. Sin embargo, presentan diferencias con el valor
tedrico esperado (tabla 5, [a] p?°(Tar)) si los cristales contuvieran solo el aditivo quiral. De
tal manera que la diferencia de RO (tabla 5, Ala] p?°) sugiere la presencia del farmaco. En
todos los casos se observan diferencias negativas excepto para la Var 4 en region oscura
gue resulto ser positiva (+1.91) y la region clara de -2.38. Lo que nos haria pensar que

ocurre una desracemizacion del farmaco debido a la diferencia entre los signos.
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Para el caso de las mezclas de rac-Guai + LTar en Var 3 y 4, también se obtuvieron
valores de RO cercanos a LTar y de signo positivo. Los valores de las diferencias de RO
presentan valores de signo negativo. Nuevamente sugieren la presencia del farmaco en la
estructura del cristal. Sin embargo, parece que no ha ocurrido una resolucién
enantiomérica sino un enriguecimiento enantiomérico tal que las diferencias de RO son

una contribucién minima y, aparentemente, aleatoria del farmaco.

En el caso del AQ LTar, las diferencias en RO son tan pequeiias como -0.17 y -0.39. De
tal manera, es posible pensar que el farmaco se encuentra en forma racémica o que no
esta presente en el cristal. Mientras que con DTar se obtienen diferencias en RO
significativas, sin embargo no es posible establecer que enantiomero de Guai se ha

seleccionado preferentemente.

Se seleccionaron algunos cristales de las diferentes variantes (1 a 4) que mostraron
diferencias en los estudios de polarimetria, con las placas polarizadas y con polarimetro,

para ser analizados por RMN-H como se detalla en la siguiente seccion.

7.8 Resonancia magnética nuclear H

Los cristales seleccionados de los experimentos de cristalizacion se analizaron utilizando
la técnica de RMN-'H para establecer la posible relaciéon estequiométrica y la integridad

molecular.

En la figura 31 se presentan los espectros de las materias primas con las sefales
caracteristicas que emplearemos para establecer la estequiometria (cuadros azules). En
el caso de Guai utilizamos las sefiales correspondientes a los cuatro hidrégenos
aromaticos (6.86 — 6.95 ppm), y para los acidos tartaricos las sefiales correspondientes a
los hidrégenos alifaticos CH (4.54 y 4.49 ppm).
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Figura 31. Espectros de RMN-'H de las materias primas.
La figura 32 presenta los espectros de RMN-'H del experimento de cristalizaciéon Var 1
con rac-Guai:DTar (ver descripcion en la imagen 6) con las ampliaciones respectivas. En
los espectros mostrados se observa una sefial cercana a 4.8 ppm que corresponde a D,O
debido a que la mezcla no era soluble en DMSO-ds. En la parte superior de la figura 32,
opaco a 45°, observamos un multiplete de 7.13 a 7.01 ppm con una integral relativa a 4 H,
que corresponde al anillo aromético de Guai. Mientras que de 4.52 a 4.48 ppm aparece la

sefal correspondiente al carbono quiral de DTar con una integral relativa a 4 H.
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Figura 32. Espectros de RMN-*H de la variante 1 entre: rac-Guai:DTar con estequiometria 1:3
En la parte inferior de la figura 32, claro a 45°, observamos un multiplete de 7.13 a 7.01
ppm con una integral relativa a 4 H, que corresponde al anillo aromético de Guai y de 4.62

a 4.61 ppm aparece la sefial de DTar con una integral relativa de 4 H.

En ambos casos, los valores de las integrales sugieren una estequiometria Guai:DTar 1:2

en la fase cristalina.

La figura 33 muestra los espectros de RMN-'H de Var 2 con rac-Guai:DTar (ver
descripcion en la imagen 8. De nuevo fue necesario emplear D,O para solubilizar el
cristal. En la parte superior, claro 45°, aparece el multiplete representativo de Guai, con un
desplazamiento quimico de 7.13 a 7.01 ppm que integran relativamente a 4 H y en 4.69
ppm aparece la sefial de DTar que integra para 4 H. En la parte inferior de la figura 33,
opaco 45°, se presenta la sefal representativa de Guai de 7.13 a 7.01 ppm que integra

relativamente a 4 H y a 4.59 ppm aparece la sefial de DTar integrando relativamente a 4

H.
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Figura 33. Espectros de RMN-'H de la variante 2 entre: rac-Guai:DTar con estequiometria 1:3

De nueva cuenta, esta relacion de integrales sugiere una estequiometria de Guai:DTar
1:2.

La figura 34 muestra los espectros de RMN-'H de los cristales claros a 45° de la variante
3, con rac-Guai:DTar y rac-Guai:LTar en la parte superior e inferior (ver descripcion en la

imagen 9), respectivamente.

En la parte superior de la figura 34, entre 7.12 a 7.0 ppm aparece el multiplete
caracteristico del anillo aromatico de Guai integrando a 4 H, y de 4.70 a 4.72 aparece la

sefal de DTar integrando a 33 H.
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Figura 34. Espectros de RMN-'H de la variante 3 entre: rac-Guai:DTar y rac-Guai:Ltar con
estequiometria 1:3

Mientras que, en la parte inferior, que corresponde a la mezcla rac-Guai:LTar, el multiplete
caracteristico de Guai aparece a 7.09 a 6.98 ppm integrando relativamente a 4 H y la

sefial del LTar aparece de 4.72 a 4.71 ppm integra relativamente a 22 H.

En el caso de Var 3 se observa que no hay una relaciéon estequiometria definida para el
AQ. Al parecer, en el caso Guai:DTar se observa 1:17 y para Guai:LTar 1:11. Esto
discrepa de los resultados observados para Var 1 y 2. Esto también implica que, aunque
los cristales son opacos y/o claros, el cambio de procedimiento de cristalizacion impacta
sobre la relacion Guai:Tar observada.

La figura 35 presenta los espectros de RMN-'H de la cristalizacién Var 4 con los
componentes rac:Guai:LTar (ver descripcion en la imagen 10). En la parte superior de la
figura, opaco a 45°, observamos un multiplete de 7.10 a 6.99 ppm con una integral relativa
a 4 H caracteristico del anillo aromatico de Guai y a 4.72 ppm aparece la sefial de LTar

que integra relativamente a 17 H.
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Figura 35. Espectros de RMN-'H de la variante 4 entre: rac-Guai:LTar con estequiometria 1:3
El espectro de RMN-'H perteneciente a los cristales denominados claro 45°, se presenta
en la parte inferior de la figura 35. Aqui observamos el multiplete representativo de Guai
de 7.12 a 7.0 ppm que relativamente integra a 4 H y la sefial que aparece de 4.72 a 4.71

ppm que integra relativamente a 20 H pertenece a LTar.

En el caso de Var 4 observamos nuevamente que las relaciones estequiométricas
involucran una gran cantidad del AQ. Siendo Guai:LTar 1:8.5 (regién oscura) y 1:10

(region clara).

Del andlisis de todos los espectros presentados podemos concluir que el procedimiento
de cristalizacién tiene un efecto importante sobre la estequiometria entre el farmaco y el
AQ. Particularmente, en la Var 2 y 4 se observa una congruencia entre las regiones claras
y oscuras. Sin embargo, el exceso de AQ en las Var 3 y 4 explican el comportamiento de
la RO, cuyos valores son mas parecidos a los acidos tartaricos y la contribucion minima

se debe a la presencia de Guai.
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En la tabla 6, se presentan los resultados de relacién estequiométrica y rotacion Optica
para las cuatro variantes descritas. Particularmente para la Var 1 y 2 no se obtuvieron los
valores de RO porque todo el material se empleé para la determinacion de la
estequiometria. Unicamente Var 3 y 4 presentan la informacién completa porque estos
métodos permitian generar mayor cantidad de cristal y su forma permitia su separacion
mas facilmente.

Tabla 6. Prediccién de la estequiometria en los productos recuperados en las variantes de
cristalizacion.

A 20
Variante | Composicién Cristal RIS::;I:;‘ [(((: ]xDp) Ala] 0
rac-Guai + Opaco 1:2 n/a n/a
Var 1
DTar Claro 1:2 n/a n/a
Var2 rac-Guai + Opaco 1:2 n/a n/a
DTar Claro 1:2 n/a n/a
rac-Guai + Claro 1:17 12.62 -4.28
DTar
Var3 rac-Guai +
Claro 1:11 +8.9 -0.39
LTar
Var 4 rac-Guai + Opaco 1:8.5 +9.25 -1.59
LTar Claro 1:10 +12.57 -0.17

n/a: no se midio [a] p?°

La informacion de la tabla 6 se presenta de tal manera que, a pesar de la alta cantidad de
acido tartarico en los cristales, se obtienen valores de -4.28 en la composicion rac-
Guai:DTar (Var 3). Esto puede deberse a la presencia preferente de un enantiomero de
Guai con DTar, provocando el distanciamiento una vez que se sustrajo la aportacion a la
RO de DTar. Una situacion similar ocurre para rac-Guai:LTar (Var 4) que tiene una
aportacion a la RO de -1.59. En este caso la cantidad de Guai presente en el cristal es el
doble que en Var 3, e.g. 1:8.5 es equivalente a 2:17; indicando a Guai enantioenriquecido

en la muestra, pero no necesariamente en la misma magnitud.

Sin embargo, existen aportaciones a la RO con magnitudes entre -0.17 y -0.39. Esto
puede implicar que la Guaifenesina presente en esos cristales contiene a la mezcla

racémica.

Es importante remarcar que las diferencias de RO mas pequefias se observan con LTary
por tanto se sugiere que el farmaco prefiere cristalizar con LTar de manera racémica o
con un enriguecimiento quiral pequefio. Mientras que con DTar la situacion ocurre al

contrario.

60



8 Conclusiones

A partir de las variantes experimentales de cristalizacibn en la interfase, se
generaron muestras fisicas que contienen guaifenesina enantioenriquecida

preferentemente con el &cido D-Tartarico.

De los aditivos quirales seleccionados solo los acidos D- y L-Tartaricos fueron
relevantes y los disolventes adecuados para los experimentos de cristalizacion
fueron agua y acetato de etilo.

De las técnicas de cristalizacion utilizadas en este proyecto, la cristalizacion en
soluciéon mostro cambios relevantes al obtener cristales, demostrando que existe

una dependencia a la cantidad de disolvente.

Mediante la RMN-'H, se estableci6 la presencia de Guai en todos los cristales
obtenidos de los experimentos de cristalizaciéon en la interfase; sin embargo, en la
obtencion de cristales influye la estequiometria de Guaifenesina y los &cidos

tartaricos.

El posible enantioenriquecimiento de Guaifenesina con los aditivos quirales y se
podrian describir como RGuai-DTar + SGuai-DTar; sin embargo, no se ha
establecido cual es preferido. En el caso de LTar, es posible que ocurran
interacciones similares (RGuai-LTar + SGuai-LTar) o directamente RGuai-LTar-
SGuai.
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9 Perspectivas

Reproducir las cristalizaciones de variantes 1 y 2, verificar que la estequiometria
Guai:AQ se mantenga Yy realizar los analisis polarimétricos. De tal manera se podra
establecer la relacion entre la cantidad del AQ y el posible enriquecimiento quiral.
Adecuar un método por HPLC con columna de fase estacionaria quiral (Chiralcel®
OD) para establecer el exceso enantiomérico de los cristales obtenidos de las
diferentes variantes de cristalizacion y establecer la configuraciéon quiral del
enantiomero de guaifenesina preferido.

Experimentar nuevas cristalizaciones de guaifenesina con aditivos quirales que tengan
caracteristicas similares a la estructura de los acidos tartaricos: al menos dos centros
quirales y una cantidad considerable de grupos -OH en su estructura. Entre estos
posibles nuevos AQ se encuentran los carbohidratos.

Preparar co-cristales de las formas R- y S-Guaifenesina con el acido LTar y
caracterizar los co-cristales por RMN-!H, difraccién de rayos X de polvos y algunas
propiedades fisicas (solubilidad, por ejemplo) para poder realizar una mejor

interpretacion de los resultados.
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10 Anexos

Anexo 1. Difractograma representativo del comportamiento de rac-Guaifenesina con los acidos
malicos (D, L y DL) con estequiometria 1:3 comparados con las materias prima en la reaccion de
slurry utilizando acetato de etilo como medio de reaccion.

rac-Guai:DLMal 1:3
e ~AN A A

rac-Guai:LMal 1:3
P P N

rac-Guai.DMal 1:3
P W N

DLMal
A N A A

h l\ " q ” n ﬁ rac-Guai
0 25 30

35 20 yi
2 theta

Anexo 2. Difractograma representativo del comportamiento de rac-Guaifenesina con los acidos
asparticos (D y L) con estequiometria 1:3 comparados con las materias prima en la reaccion de
slurry utilizando acetato de etilo como medio de reaccion.

rac-Guai:LAsp (1:3)

rac-Guai:DAsp (1:3)

LAsp
| W
DAsp
A I\
H ” rac-Guai
5 10 15 20 25 30 35 40 45

2 theta
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Anexo 3. Difractograma representativo de la reaccion de slurry de rac-Guaifenesina con los acidos
D y L Tartéricos con estequiometria 2:1 comparados con las materias prima utilizando acetona
como medio de reaccion.

rac-Guai:LTar (2:1)

LTar
A ~ A
rac-Guai:DTar (2:1)
rhn
DTar
A Ao A
l A l rac-Guai
P A P § ~ A
5 10 15 20 25 30 35 40 45

2 theta
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Anexo 4. Difractogramas de RxM SD de a) rac-Guai:DTar 1:3 en Acetona. b) rac-Guai:LTar (1:3) y
RxM SD utilizando acetato de etilo ¢) rac-Guai:DTar (1:3) y d) rac-Guai:LTar (1:3).

rac-Guai:DTar / rac-Guai:LTar 1:3 RxS SD Acetona rac-Guai:Dtar / rac-Guai:LTar 1:3 RxS SD Etanol

wr
A A A n‘l A A A A AN rac-Guai:LTar A N
- i:DT:
/\_l‘A_/\/\—"\__MIA__'\*rI\/\A roc-GuarDTar Wr
MM MM A
/\_/»A_/\.J\_.,»/\__I\,‘J\AA__UT_. w
" A A
DTar
DTar
A ~ A M AN~ N e A A N ™
rac-Guai
rac-Guai
A A A, A

5 10 15 20 25 30 35 40 45 5 10 15 20 25 30 35 40 45
2 theta 2 theta
rac-Guai:Dtar / rac-Guai:LTar 1:3 RxS SD Isopropanol rac-Guai:Dtar / rac-Guai:LTar 1:3 RxS SD Hexano

ﬂ rac-Guai:LTar rac-Guai:LTar
AN A M A AJ[ Aa M~ n AWAA
rac-Guai:DTar , rac-Guai:DTar
M A M A
N LTar A_‘A
b ~ A A A )h L A
Drar DTar
A P ¢ Jl AN ~ IJ\ MmN - N A l N
15

rac-Guai l h n .
rac-Guai
30 35 40 45
5 10 15 20

30 35 40 45

LTar

5 10 20

25
2 theta 25
2 theta
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Anexo 5. Fotografias de la reproduccion de la variante de cristalizacion Var 3.

Var 3 rac-Guai:LTar (1:3)
Sin filtro 45° 135°

Var 3 rac-Guai:DTar (1:3)
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